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RESUMEN

Se cuantificd, aislo, identificd y determind la dindmica de crecimiento de bacterias
deteriorativas proteoliticas vy lipoliticas, E. coli, bacilos dacido-lacticos mesoéfilos y
termofilos, Aeromonas spp. y Streptococcus spp. en queso amasado elaborado en 9
plantas ubicadas en Tulcdn, provincia del Carchi, Ecuador, mediante métodos de
siembra en superficie. Se emplearon medios de cultivo tales como Agar plate count
(PCA), Agar leche descremada, Agar Tributirina, Agar Cromogénico, Agar DeMan,
Rogosay Sharpe (MRS), Agar selectivo Pseudo Aero. y Agar M17, asi como API 50 CHL,
20E y 20NE para la identificacion de las especies pertenecientes a bacterias dcido-
l&cticas, enterobacterias y proteoliticas, respectivamente. Los resultados mostraron
un aumento progresivo en la poblaciéon de todos los microorganismos estudiados
durante los 20 dias de evaluacion del producto. Se encontraron tiempos de vida Ufil
de enfre 10 y 20 dias (estos resultados coinciden con ofras investigaciones
previas),para las plantas P041, J042, S043 Q044, M046, D047, L048 y C049, debido a
que el contenido de microorganismos aerobios mesoéfilos, proteoliticas, lipoliticas,
bacilos acido lacticos mesdfilos y termdfilos, Streptococcus acido Idcticos,
Aeromonas spp Yy E. coli, estuvieron por arriba de 10* UFC/g ya que estos valores
superan los umbrales establecidos en las normativas INEN 1528 y similares a los valores
reportados en diversos estudios. Entre los microorganismos identificados, la mayor
frecuencia y densidad relativa fueron para Enterobacterias, con 33.33% y 27.27%,
respectivamente, mientras que para Pseudomonas luteola fueron de 78.78% y 28.26%,
y para bacterias acido-lacticas, de 88.89% y 40.00%, respectivamente. Los resultados
permiten sentar las bases para realizar investigaciones sobre el diseno de estrategias
de control microbioldgico que permitan extender la vida Util a lo largo de la cadena
de producciéon de alimentos y, por ende, el crecimiento sostenible de la region.

Palabras Claves: Queso amasado, bacterias deteriorafivas, vida Util, deterioro
microbioldgico.
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ABSTRACT

Proteolytic and lipolytic spoilage bacteria, Escherichia coli, mesophilic and
thermophilic lactic acid bacill, Aeromonas spp., and Streptococcus spp. present in
kneaded cheese produced in nine dairy plants located in Tulcdn, Carchi Province,
Ecuador, were quantified, isolated, identified, and their growth dynamics were
determined using the Spread Plate Method. The culture media used included Plate
Count Agar (PCA), Skim Milk Agar, Tributyrin Agar, Chromogenic Agar, De Man,
Rogosa and Sharpe (MRS) Agar, Pseudo Aero Selective Agar, and M17 Agar, as well
as API 50 CHL, API 20E, and API 20NE for the identification of species belonging to lactic
acid bacteria, enterobacteria, and proteolytic bacteria, respectively. The results
showed a progressive increase in the populations of all microorganisms studied
throughout the 20-day evaluation period. Shelf-life values ranging from 10 to 20 days
were observed for factories P041, J042, S043, Q044, M046, D047, L048, and C049,
because the counts of mesophilic aerobic microorganisms, proteolytic and lipolytic
bacteria, mesophilic and thermophilic lactic acid bacilli, lactic acid Streptococcus,
Aeromonas spp., and E. coli exceeded 10* CFU/g. These values exceeded the limits
set by the INEN 1528 standard and were comparable to those reported in several
studies. Among the identified microorganisms, Enterobacteriaceae showed a
frequency of 33.33% and a relative density of 27.27%, Pseudomonas luteola showed
78.78% and 28.26%, and lactic acid bacteria showed 88.89% and 40.00%, respectively.
The results provide a basis for future research to design microbiological control
strategies that extend shelf life across the food production chain and, consequently,
promote sustainable growth in the region.

Keywords: kneaded cheese, spoilage bacteria, shelf life, microbiological spoilage.
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INTRODUCCION

La industria quesera en Ecuador, especialmente en laregion del Carchi, cuentea con
una tradicidén que se remonta a una prdctica milenaria y que constituye un elemento
importante en la cultura y economia local (Enriquez, 2019). Entre las distintas
variedades de tipos de queso, el amasado se distingue por su sabor caracteristico, su
textura y su elaboracion artesanal, aspectos que le confieren un valor cultural y social

en comunidades como Tulcdn (Paredes, Cadena y Bolanos, 2022).

A pesar de su importancia, uno de los principales desafios que enfrentan los
productores de queso amasado en la region es la limitada vida Util del producto,
debido en gran parte a su susceptibilidad al deterioro microbiolégico (Enriquez, 2019).
Este periodo de vida Util ha sido establecido entre 10y 15 dias debido a que cambian

sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas (Salcedo M y Pozo Rosero, 2021).

El deterioro bacteriano de quesos frescos no maduros es un proceso complejo que
implica la contaminacion durante la cadena de produccidén vy la proliferacion de
microorganismos durante el almacenamiento y comercializaciéon (Salcedo M y Pozo
Rosero, 2021). Entre los principales agentes deteriorativos se destacan las bacterias
psicrotrofas, Gram negativas, coliformes y Escherichia coli, asi como bacterias acido
lGcticas y bacterias proteoliticas del género Bacillus, entre las que identifican B.
stearothermophilus, B. licheniformis, B. coagulans, B. cereus, B. subtilis y B. circulans
(Farfdn, Romero, y Ortiz, 2017). En el deterioro de grasas y proteinas predominan
especies de los géneros Pseudomonas y Enterobacter (Sanchez et al.,2025), asi como
otras especies como Pseudomonas spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp.,

Streptococcus spp. y Aeromonas spp (Sanchez et al., 2025).

Estas bacterias producen enzimas proteasas y lipasas termoestables que degradan
proteinas y grasas del queso, provocando cambios en sus caracteristicas sensoriales
como mal olor, sabor dcido, cambios de textura y formacion de burbujas o exudados,
ademds de exopolisacdridos y pigmentos que alteran su viscosidad y coloracién

natural (Sénchez et al., 2025).

Esta problemdtica no solo compromete la calidad del queso amasado, sino que
también genera implicaciones ambientales ya que la generacion de pérdidas de

producto no comercializable incrementa el volumen de residuos orgdnicos y
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subproductos Iadcteos como el suero que deben ser manejados como el consiguiente
riesgo de contaminacion de fuentes de agua y suelo si no reciben un manejo
adecuado (Ulloa, 2018). A esto se suma el impacto econdmico sobre los productos
artesanales, quienes enfrentan perdidas por producto no comercializables y costos

adicionales de conservacion (Pozo, 2021).

En este sentido, la presente investigacion tiene como objetivo principal identificar y
cuantificar las bacterias deteriorativas presentes en el queso amasado elaborado en
Tulcdn, mediante métodos microbioldégicos convencionales, y describir su
comportamiento poblacional durante el periodo de vida Util del producto. Ademds,
entender la dindmica de crecimiento de estos microorganismos para proponer a
futuro medidas que ayuden a prolongar la vida Util del queso amasado, reducir las
pérdidas econdmicas, mantener la calidad sensorial y garantizar la seguridad

alimentaria.

Frente a este panorama, resulta imprescindible identificar y cuantificar con precision
las bacterias deteriorativas que afectan al queso amasado, asi como estudiar su
dindmica de crecimiento durante su vida Util, con el fin de generar informaciéon que
permita disenar estrategias efectivas de control microbioldgico (Pozo y Salcedo,
2021). En este contexto, el presente estudio se enfoca en la identificacion,
cuantificacién y dindmica de crecimiento de bacterias deteriorativas mediante
métodos convencionales, durante la vida Util del queso amasado elaborado en

Tulcdn, provincia del Carchi.
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I. EL PROBLEMA
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El gueso amasado es un producto ldcteo tradicional de Tulcdn, provincia del Carchi,
Ecuador, valorado por su sabor y textura Unicos. Se estima que en esta provincia
existen aproximadamente 38 plantas pequenas procesadoras de queso amasado,
siendo el 81,58% de ellas categorizadas como microempresas, de las cuales el 78,95%

elaboran queso amasado (Anchundia et al., 2019).

De acuerdo con NUnez (2023), el consumo de queso amasado en las provincias del
Carchi e Imbabura es de aproximadamente dos quesos a la semana por familia, de
las cuales el 89% consume queso amasado, por lo tanto, la actividad quesera
contribuye significativamente a la dinamizacién y mejora de la economia local,
considerando que se estima una producciéon de 20.000 unidades de queso amasado

diario en Carchi, siendo una de las provincias con mayor produccion.

El deterioro de quesos amasado por bacterias es un problema que causa reduccidn
de la calidad debido a defectos, como el mal olor y sabor, afectando los atributos
sensoriales del queso amasado. Asi mismo, este deterioro provoca una pérdida de la
calidad nutritiva del queso, disminuyendo su valor como alimento. También genera
una menor disponibilidad de alimentos aptos para el consumo, debido a que los
quesos en mal estado deben descartarse, desde el punto de vista econdémico, el
deterioro bacteriano del queso genera pérdidas significativas, la reduccién de
calidad, el frabajo adicional requerido y los problemas de seguridad alimentaria
(Andrade, 2019). Finaimente, este fendmeno conlleva problemas ambientales

asociados al desperdicio de alimentos y al manejo de los desperdicios generados.

Los cambios sensoriales estdn ligados a la descomposicidon de proteinas vy lipidos,
procesos que favorecen la formaciéon de compuestos no deseados, como amoniaco,
aminas biogénicas, cetonas, aldehidos, ésteres y dcidos grasos libres, generados por
la actividad metabdlica de Pseudomonas fluorescens. Esta bacteria suele
manifestarse en los quesos mediante la formacion de pigmentaciones verdosas,

azuladas o fluorescentes en la superficie, ademds de la aparicion de mucosidad
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(biofilm) y olores desagradabes asociados a la degradacién de proteinas y grasas.
Como consecuencia, se producen defectos organolépticos como sabores amargos
O rancios, alteraciones en la textura y cambios de color en la superficie del queso

amasado (Moreano et al., 2024).

Pérdida de calidad nutritiva del queso amasado por efectos del deterioro directo de
Pseudomonas spp, debido a la produccidon de enzimas proteasas las cuales
degradan las proteinas del queso lo que altera la textura y liberan compuestos
amargos afectando el valor que pueden aportar los aminodcidos, las enzimas
lipoliticas rompen los triglicéridos causando la perdida de &cidos grasos esenciales y
generan rancidez, dando un olor y sabores desagradables. Bacterias como E. coli y
esporuladas como Clostridium fermentan los carbohidratos, produciendo gas CO:2
que causan hinchazén y porosidad anémala en el producto terminado (Bassi et al.,
2020).

En este contexto, el alto contenido de humedad y las condiciones fisicoquimicas del
queso favorecen la proliferacion de bacterias Gram negativas psicrétrofas y
bacterias acido lacticas (BAL), incluyendo bacilos dcido Idcticos mesdfilos, bacilos
dcido ldcticos termdfilos y Streptococcus dcido Idcticos termofilos.  Asimismo,
microorganismos como Clostridium spp. y Aeromonas spp., que pueden provenir del
ensilado utilizado en la alimentacién del ganado o de fuentes de contaminacién
ambiental, son capaces de sobrevivir a determinadas condiciones, bacterias
coliformes como Klebsiella spp., Enterococcus spp. y Citrobacter spp. pueden alterar

las propiedades organolépticas del producto.

Entre las bacterias psicrotrofas el género Pseudomonas destaca por su capacidad de
producir proteasas y lipasas termoestables que degradan proteinas y grasas,
acelerando los procesos de deterioro durante el almacenamiento refrigerado.
Ademds, los coliformes totales constituyen un indicador importante de
contaminacién higiénico-sanitaria, ya que su presencia en quesos frescos con
elevado contenido de humedad se asocia con defectos como hinchazén temprana,
sabores dcidos indeseables y disminucion de la calidad general del producto (Boor y
Fromm, 2006; Escobar et al., 2023; Robinson et al., 2014).

Desde una perspectiva comercial y ambiental, la limitada vida Util del queso
amasado representa un desafio para su distribucion y comercializacion en mercados

mds amplios. A diferencia de otfros quesos con procesos de maduracion que
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incrementan su estabilidad microbioldgica, el queso amasado requiere condiciones
adecuadas de produccion, almacenamiento y fransporte para minimizar el deterioro
y mantener su calidad. Lareduccion de pérdidas y desperdicios de productos Idcteos
contribuye al cumplimiento del Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 12:
Produccion y Consumo Responsables, particularmente en lo relacionado con la
disminucion del desperdicio de alimentos a lo largo de la cadena de suministro,

promoviendo sistemas alimentarios mas sostenibles y eficientes (Izolani, 2021)
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

sCudles son las bacterias deteriorativas y como es la dindmica de crecimiento
microbiano en el queso amasado elaborado en Tulcdn, provincia del Carchi, que

afectan su vida Util2
1.3. JUSTIFICACION

El queso amasado constituye uno de los productos Idcteos de mayor consumo en la
provincia del Carchi y representa una importante fuente de ingresos para pequenos
y medianos productores. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y a su alta
aceptaciéon en el mercado, resulta de gran importancia fortalecer el conocimiento
cientifico sobre los microorganismos presentes durante su almacenamiento. En este
contexto, la presente investigacion permitird identificar y cuantificar las bacterias
responsables del deterioro microbioldgico, generando informacién técnica que
contribuird al desarrollo de estrategias para optimizar la calidad e incrementar la vida
Util del producto (Cortes, 2024).

Desde el punto de vista de la calidad, el estudio permitird conocer los principales
microorganismos deteriorativos presentes en el queso amasado y su comportamiento
durante el periodo de almacenamiento. Esta informacion facilitard la comprension
de los cambios microbiolégicos relacionados con las caracteristicas sensoriales del
producto, como el olor, el sabor, la textura y la apariencia, aportando bases
cientificas para la implementacion de prdcticas que favorezcan la obtencidén de un

queso de mejor calidad y mayor estabilidad (Manriquez et al., 2021).

Desde la perspectiva nutricional, la investigacién contribuird a comprender Ia
influencia de los microorganismos deteriorativos sobre la conservacion de proteinas,
grasas y otros componentes de importancia nutricional. Los resultados permitirdn

generar conocimientos que favorezcan la preservacion del valor nutritivo del queso
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amasado durante su vida Util, promoviendo un producto con mejores condiciones

para el consumo (Sani, 2023).

En el dmbito econdmico, la informacidon obtenida servird como fundamento para el
diseno de estrategias orientadas a mejorar la conservacion del queso amasado,
favoreciendo el aprovechamiento de la produccion, el fortalecimiento de Ila
competitividad de los pequenos y medianos productores y la ampliacion de las
oportunidades de comercializacion. De esta manera, la investigacion aportard
beneficios tanto para el sector productivo como para los consumidores, al promover

un producto de mayor calidad y vida Util (Manriquez Rojas et al., 2022).

La identificacion de los microorganismos responsables permitird  establecer
estrategias de control que contribuyan a disminuir pérdidas econdmicas, mejorar la
rentabilidad de los productores y fortalecer la competitividad de la cadena ldctea
local (Albuja et al., 2023).

En el punto de vista social, el gueso amasado forma parte de la alimentacion habitual
de la poblacién y constituye una actividad productiva relevante para numerosas
familias de la regiéon. La generacion de conocimiento sobre los factores que afectan
su calidad contribuird al fortalecimiento del sector Idcteo local, favoreciendo la
sostenibilidad de los medios de vida de productores, comerciantes y demds actores

involucrados en la cadena productiva (Ruano, 2022).

Desde la perspectiva tecnoldgica, la investigacion aportard informacion cientifica
sobre las bacterias deteriorativas presentes en el queso amasado elaborado en
Tulcdn, permitiendo desarrollar criterios técnicos para optimizar las prdcticas de
produccion, almacenamiento y conservacion. Asimismo, contribuird a reducir el
vacio de informacién existente sobre la microbiota deteriorativa de este producto

tradicional (Erazo, 2018).

Finalmente, desde el punto de vista ambiental, la reduccién del deterioro
microbioldégico y de las pérdidas de queso amasado contribuird a disminuir el
desperdicio de alimentos a lo largo de la cadena de produccion y comercializacion.
Promoviendo la reduccidon de las pérdidas y desperdicios de alimentos mediante

sistemas productivos mas eficientes y sostenibles (Rodriguez, 2016).
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1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

Identificar, cuantificar y determinar la dindmica de crecimiento a las bacterias
deteriorativas por métodos convencionales, durante el tiempo de vida Util del queso

amasado elaborados en Tulcdn, Provincia del Carchi, Ecuador.
1.4.2. Objetivos Especificos

— ldentificar a las bacterias deteriorativas al final del tiempo de vida Util de los
guesos amasados por métodos bioquimicos.

— Cuantificar las bacterias deteriorarias durante el tiempo de vida Util de los
quesos amasados por métodos de siembra en superficie.

— Determinar la dindmica de crecimiento de bacterias deteriorativas durante el

tiempo de vida Util de los quesos amasados.
1.4.3. Preguntas de Investigacion

- 3Qué especies de bacterias deteriorativas se pueden identificar durante la
vida Util de los quesos amasados mediante métodos bioquimicos?

— 3Cudl es la cantidad de bacterias deteriorativas presentes durante el fiempo
de vida Util del queso amasado elaborado en Tulcdn?

- 3Cbomo es la dindmica de crecimiento de bacterias deteriorativas durante el

tiempo de vida Util de los quesos?
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Un estudio realizado por de Moreano Terdn y otros (2024), aborda un problema de
salud publica critico en Ecuador: la calidad microbioldgica deficiente de los quesos
frescos de produccién artesanal. El estudio se centra en la evaluacion de los riesgos
asociados con el consumo de estos quesos, que a menudo son desconocidos para
los consumidores. La investigacion tuvo como objetivo la evaluacion de la calidad
microbioldgica de los quesos frescos comercializados en un mercado en la ciudad
de Latacunga en Ecuador, utilizando técnicas microbioldgicas y siguiendo las

especificaciones de la Norma Técnica INEN 1528:2012.

El estudio utilizd un enfoque descriptivo, recolectando muestras de quesos frescos de
diversos establecimientos comerciales, estableciendo el conteo y determinando la
presencia de patdgenos, incluyendo Enterobacterias, E. Coli, Staphylococcus aureus,
Listeriac monocytogenes y Salmonella, respectivamente. El 75% de las muestras
analizadas superaron los niveles permitidos de E. coli, lo que indicd una alta
contaminacion fecal presente desde la materia prima, posiblemente debido a
practicas de ordeno antihigiénicas. Los andlisis de Enterobacterias mostraron
recuentos que exceden los pardmetros permisibles, con valores entre 10* y 10° ufc/g.
Esto se atribuye a la exposicion del producto a temperatura ambiente, lo que

favorece el desarrollo de microorganismaos.

Se encontrdé que el 50% de las muestras presentaban la presencia de Listeria
monocytogenes, lo que representa un riesgo significativo para la salud publica.
Ademds, se identificaron condiciones favorables para el desarrollo de Salmonella spp.
y Staphylococcus aureus debido a la exposicidon del producto durante las actividades
comerciales. El estudio determind que los quesos frescos comercializados en este

mercado en Ecuador presentan condiciones higiénicas deficientes, lo que afecta
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negativamente la calidad del producto y supone un riesgo significativo para la salud
de los consumidores. Los hallazgos subrayan la necesidad de implementar medidas
eficaces en seguridad alimentaria, mejorar las prdacticas de inocuidad alimentaria y
aumentar la concienciaciéon de los consumidores para mitigar los riesgos asociados

con el consumo de estos alimentos.

Un estudio realizado por Ramirez y ofros (2024), en Ecuador, titulado “Determinacion
de Coliformes spp y Escherichia coli en quesos frescos del mercado 9 de octubre,
Cuenca”, abordd la calidad microbiolégica de estos productos mediante la
recoleccion y andlisis de 30 muestras de queso fresco artesanal expendidos en dicho
cenfro de acopio. Para la identificacion y cuantificacion de las Unidades Formadoras
de Colonias (UFC/g) se emplearon placas microbiolégicas rdpidas Compact Dry EC,
siguiendo los lineamientos técnicos establecidos en la normativa nacional vigente
NTE-INEN 1529-7:2013, con el objetivo de verificar el cumplimiento de los limites

maximos permisibles definidos por la regulacion INEN 2620:2012.

El deterioro microbioldégico y la contaminacién de los productos lacteos,
especialmente de los quesos frescos artesanales, representa un desafio de gran
relevancia en la industria alimentaria y la salud puUblica, debido al impacto negativo
que genera en la seguridad y aptitud para el consumo de estos alimentos. En este
contexto, las bacterias del grupo de los coliformes y, de manera especifica, la
especie Escherichia coli han sido identificadas como los principales indicadores de
contaminaciéon fecal y de deficiencias criticas en las prdcticas higiénicas durante las
etapas de ordeno, elaboracion, transporte y comercializacién, lo que incrementa
significativamente el riesgo de transmision de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETAS).

Los resultados obtenidos revelaron un panorama preocupante en términos de
inocuidad alimentaria debido a que el 100% de las muestras analizadas presentd
contaminaciéon por coliformes y el 90% por Escherichia coli. Al contfrastar estos valores
con los limites normativos, se determind que el 90% de las muestras incumplen el limite
maximo permitido para Coliformes spp., mientras que un preocupante 96% excede el
umbral seguro para Escherichia coli, dejando en evidencia una exposicion
generalizada del producto a condiciones de procesamiento con deficiencias
higiénicas. Este alto grado de contaminacién se vincula de manera directa con
factores como la falta de pasteurizacion de la leche cruda, fallas en la cadena de

frio, manipulacion inadecuada por parte de los expendedores y el uso de utensilios
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sin la debida higienizacion, lo que resalta la urgencia de implementar auditorias
sanitarias y programas de capacitacion obligatorios en buenas prdcticas de

manufactura.

Un estudio realizado por Avila y otros (2025), en Espaia, titulado “Diversity and
spoilage potential of Pseudomonas spp. from Spanish milk and dairy products: Impact
on fresh cheese and milk quality”, se abordd la diversidad genética y el potencial
deteriorativo de cepas de Pseudomonas spp. aisladas de productos |dcteos
espanoles, incluyendo leche cruda y pasteurizada, suero, nata, distintos tipos de
quesos y tofu. Se analizaron 208 aislamientos mediante electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE) y secuenciacion genética, identificdndose 108 fipos y al menos 20
especies distintas, con predominancia de P. fluorescens, P. fragi y P. lundensis.
Ademds, se reportd por primera vez la presencia de especies como P. shahriarae, P.

atacamensis y P. salmasensis en productos Idcteos.

El deterioro microbioldgico de los productos ldcteos, especialmente de la leche y los
quesos frescos, representa un desafio relevante en la industria alimentaria, debido al
impacto negativo que genera en la calidad, seguridad y vida Util de estos productos.
En este contexto, el género Pseudomonas ha sido identificado como uno de los
principales responsables de alteraciones fisicas y quimicas durante el
almacenamiento en frio, provocando defectos como decoloracién, rancidez,
sabores amargos, formacién de sedimentos o geles, y reduccion del rendimiento en

la elaboracion de quesos.

Las cepas analizadas presentaron una alta heterogeneidad fenotipica, destacando
por su capacidad para producir enzimas exiracelulares termoestables, como
proteasas vy lipasas, que persistieron incluso después de tratamientos térmicos como
la ultrapasteurizacion (UHT). Estas enzimas provocaron protedlisis en leche refrigerada
y pigmentaciones andmalas en queso fresco, evidenciando su alto potencial de
deterioro. Un hallazgo importante fue la deteccion del gen aprX asociado a la
produccidén de una proteasa metalodependiente termoestable en el 57% de las
cepas, confirmando su implicaciéon directa en la degradacion de proteinas Idcteas

incluso tras procesos de higienizacion térmica.

Este estudio representa un antecedente fundamental para la comprensidn del rol de
Pseudomonas spp. en el deterioro de productos Idcteos, y resalta la importancia de

identificar cepas especificas para establecer medidas de control mds eficaces en las
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plantas procesadoras. Los resultados obtenidos por Avila y otros (2025) aportan una
base cientifica sélida para el desarrollo de estrategias de prevencion y conservacion
orientadas a mejorar la calidad y prolongar la vida Ufil de la leche y los derivados

|&cteos.

De acuerdo a Vasquezy otros (2018), en un estudio realizado en Peru sobre la calidad
bacterioldégica del queso en Cajamarca, menciona que el queso fresco es un
alimento consumido en todo el mundo a pesar de que se le puede enconfrar con
distintos nombres y procesos de elaboracion con caracteristicas nutritivas, textura y
sensoriales difieren en cada tipo. Donde se tiene un estimado de mdas de 2000
variedades de queso los cuales constituyen un legado gastrondmico en cada zona

donde se elaboran queso fresco.

La industrializaciéon de queso fresco ha evolucionado de una produccién artesanal a
una industrializada para mejorar de la calidad del alimento tomando encuentra las
caracteristicas fisicoquimicas, texturales y microbioldgicas. Entre los principales riesgos
asociados a estos alimentos destacan microrganismos patdégenos como Escherichia
coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes, debido a que

producen enfermedades trasmitidas por alimentos.

En PerU las normativas vigentes establecen limites microbiolégicos especificos para
quesos frescos con la finalidad de garantizar la inocuidad. Para lo cual una vez
realizados los andlisis de 30 muestra de queso fresco de cinco empresas se revelo que
la mayoria de estas incumple con normativa, donde se reportd un encuentro elevado
de mesdfilos viables, coliformes totales y fecales Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, evidenciando deficiencias higiénicas en la elaboracién, manipulacion y
almacenamiento del producto. Solo las empresas E y F mostraron resultados
aceptables en algunos indicadores. No se identificd Salmonella spp., aunque su
ausencia no garantiza inocuidad total, representando estos hallazgos un riesgo

potencial para la salud del consumidor (Vasquez et al., 2018).
2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Generalidades sobre el queso

2.2.1.1. Definicién y clasificacion de los quesos

El queso es el extracto proteico y graso, fresco o madurado, solido o semisélido

obtenido por la separacion del suero después de la coagulacion natural ¢ artificial
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de la leche, por procesos tecnoldgicos adecuados, anadiendo otros ingredientes y

adictivos de uso permitido (Esain J, 2019).
2.2.1.2 Clasificacion de queso

Los quesos se pueden clasificar principalmente segun su contenido de humedad,
proceso de elaboracion y origen de la leche. Por textura, existen quesos frescos con
alta humedad y sabor sueve, otros blandos, semiduros y duros o curados, tienen

aspectos como la baja humedad y de sabores intensos.

También se distinguen por el origen animal de la leche que puede ser de vaca, cabra,
oveja o bufala y por el proceso como la pasta hilada, prensados, de pastas azul o
con moho superficial. Otro criterio es el tiempo de maduracion, que va desde dias
hasta varios meses, determinando aroma y firmeza. Esta diversidad refleja tfradiciones

regionales y técnicas artesanales acumuladas durante siglos (Duchi, 2021).
2.2.1.3. Queso amasado y sus caracteristicas

El queso amasado es un producto ldcteo no madurado obtenido de la cuajada no
cortada de acidificacién natural, molido, amasado, moldeado en moldes perforados
y espolvoreada sal de consumo humano, es moldeado y es semiduro o de pasta
blanda, emblematico de la matriz agroalimentaria de la provincia del Carchi, donde
su produccidén artesanal dinamiza la economia de las plantas procesadoras de la
region Pozo y Yépez (2021). A diferencia de los quesos frescos industriales, su identidad
radica en un proceso de manufactura fradicional caracterizado por una corta
acidificacién espontdnea de la cuagjada. Esta dependencia de los métodos
empiricos y de la calidad de la materia prima local otorga al producto un perfil
sensorial Unico, pero también genera una alta variabilidad en sus propiedades fisicas

y bioguimicas basales.

La principal particularidad tecnolégica de este alimento ocurre tras el desuerado,
etapa en la cual la cuagjada es desmenuzada y sometida a un riguroso amasado
manual o mecdnico con adicion directa de sal (Pozo y Yépez, 2021). Este fratamiento
fisico altera la matriz proteica original, distribuyendo uniformemente la humedad y los
componentes grasos antes del moldeado definitivo. Como consecuencia directa de
esta técnica, el queso desarrolla una consistencia firme y eldstica, caracterizada
microscopicamente por la oclusion de aire que da origen a sus tipicos ojos mecdnicos

e irregulares al corte.
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Desde la perspectiva microbioldgica, al no someterse a maduraciéon prolongada, el
queso amasado constituye un ecosistema bioldgicamente activo donde
predominan bacterias dcido-ldcticas nativas que regulan su pH y sabor (Cardenas y
Portilla, 2023). No obstante, esta elevada actividad de agua y la falta de
estandarizacién térmica exponen al producto a una colonizacion progresiva de
microorganismos indicadores de higiene durante su almacenamiento. Por este
motivo, el monitoreo de su dindmica poblacional es un factor critico para asegurar el
cumplimiento de los esténdares de inocuidad dictados por la normativa nacional NTE
INEN 1528.

2.2.1.4. Origen del queso amasado

El origen del queso fresco amasado en el Ecuador se remonta a la época colonial
con la intfroduccién de la ganaderia bovina por parte de los espanoles, consolidando
desde entonces una notable relevancia en la gastronomia andina como
acompanamiento versatil de diversos platos tradicionales. En la provincia del Carchi,
la produccion artesanal de este Idcteo se concentra principalmente en los cantones
de San Gabiriel y Tulcdn (Huasipungo, 2019). Su proceso tecnoldgico diferenciador
consiste en el desuerado eficiente de la cuagjada, seguido del esparcimiento
homogéneo de sal refinada y una etapa final de molienda mediante molinos de
grano; este tratamiento mecdnico rompe la matriz proteica y le confiere sus
propiedades reoldgicas y sensoriales caracteristicas, distinguiéndolo del queso fresco
comun cuya manufactura simplificada se basa en la coagulacién térmica o

enzimdtica de la leche mediante dcidos citricos o cultivos iniciadores.

Respecto ala caracterizacion bromatoldgica de las matrices Idcteas frescas, Dubach
(1988) senala un perfil composicional general constituido por un 50% de humedad,
24% de materia grasa, 2% de sales minerales, 1% de cloruro de sodio y un aporte
vitaminico que incluye las fracciones liposolubles e hidrosolubles A, B, D, E y K;
asimismo, elremanente de la fraccidn sélida se distribuye entre proteinas estructurales
y carbohidratos residuales como la lactosa. En funcidon de estos pardmetros
fisicoquimicos, los quesos frescos se someten a clasificaciones estandarizadas y
controles de calidad rigurosos que son analizados sistemdticamente bajo los criterios

técnicos y limites permisibles establecidos en las normativas nacionales vigentes.
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Tabla 1. Requisitos Del Queso Fresco

Requisitos Tipo de queso Medida Min  Max Met. De ensayo
Humedad Queso fresco corr,u'm % - 65 INEN 63
Queso fresco extra hUmedo % >65 80 INEN 63
Rico en grasa % >60 - INEN 64
Grasos % >45 >60 INEN 64
Grasa Semigrasos % >25 >45 INEN 64
Pobres en grasas % >10 >25 INEN 64
Desnatados % - 10 INEN 64

Fuente: Norma INEN 1528 (1996).

2.2.2. Tipos de baterias deteriorativas en el queso
2.2.2.1. Aerobios mesofilos

Los microorganismos aerobios mesofilos constituyen uno de los principales indicadores
de calidad sanitaria y comercial en la industria Idctea. Su cuantificacion en quesos
frescos es fundamental, ya que un recuento elevado de estos microorganismos
evidencia deficiencias en las buenas prdcticas de manufactura, fallas en las
condiciones de almacenamiento o la pérdida de la cadena de frio (Jay et al., 2005).
De este modo, su presencia permite evaluar indirectamente la vida Util potencial del

producto y el nivel de higiene durante su procesamiento.

Aunqgue estas bacterias, mohos y levaduras se desarrollan de manera optima en un
rango de 30 °C a 37 °C, su multiplicaciéon altera las propiedades organolépticas del
queso, provocando el deterioro prematuro del olor, sabor, textura y apariencia

general.

Por esta razon, la Comision Internacional para la Especificacion Microbioldgica de los
Alimentos (ICMSF) establece que el recuento de aerobios mesdfilos es un pardmetro
esencial para asegurar la estandarizacion de la calidad vy verificar que el alimento

sea microbiolégicamente seguro para el consumidor.
2.2.2.2. Bacterias proteoliticas

En el dmbito de la microbiologia deteriorativas de los alimentos, las bacterias
proteoliticas desempenan un rol critico en la pérdida de la calidad comercial de los
derivados lacteos, afectando directamente a matrices como el queso fresco
amasado. Estos microorganismos poseen la capacidad de sintetizar y secretar

enzimas exiracelulares (proteasas) que degradan las proteinas lacteas,
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principalmente la caseina, descomponiéndola en péptidos de cadena corta vy

aminodcidos libres.

Durante el proceso de maduracion o almacenamiento inadecuado del queso fresco
amasado, la actividad de estas proteasas bacterianas genera compuestos voldatiles
no deseados como amoniaco, compuestos sulfatados y aminas. La acumulacion de
estos metabolitos es la responsable directa de la apariciéon de defectos sensoriales
severos, tales como olores amoniacales o putridos, sabores amargos y un
ablandamiento excesivo o licuaciéon de la textura caracteristica del queso (Forsythe,
2020).

Entre los principales géneros bacterianos deteriorantes con actividad proteolitica
aislados en productos Idcteos destacan Pseudomonas spp., Bacillus spp. y Clostridium
spp. Cabe senalar que muchas de estas especies psicréotrofas o esporuladas logran
sobrevivir a las condiciones de procesamiento artesanal y proliferan durante el
almacenamiento refrigerado, consolidando a la protedlisis microbiana como uno de
los mecanismos determinantes en la reduccion de la vida Util comercial del queso
(Jay et al., 2005).

2.2.2.3. Bacterias lipoliticas

En el estudio de la microbiologia deteriorativa del queso fresco amasado, las
bacterias lipoliticas representan un grupo de especial interés tecnoldgico debido a
su capacidad para hidrolizar la fraccidn grasa del sustrato ldcteo. Estos
microorganismos sintetizan y secretan enzimas denominadas lipasas, las cuales
desglosan los triacilglicéridos en glicerol y dcidos grasos libres (AGL). La acumulacion
descontrolada de estos dcidos grasos libres desencadena procesos de rancidez
hidrolitica, afectando drdsticamente la estabilidad del producto al alterar su olor y

conferirle sabores picantes, jabonosos o amargos indeseables (Ray y Bhunia, 2025).

Entre los géneros bacterianos mds comunes asociados con la actividad lipolitica en
matrices |ldcteas se encuentran Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium y
determinadas especies de Bacillus. Una parte significativa de este microbiota posee
caracteristicas  psicrotrofas, permitiendo su  multiplicacidn  activa durante el

almacenamiento bajo refrigeracion del queso fresco.

Asimismo, se puede senalar que las lipasas extracelulares producidas por estos
géneros particularmente las de Pseudomonas fluorescens y enzimas lipoliticas

termoestables de Bacillus cereus poseen una elevada estabilidad térmica. Estas
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enzimas logran resistir fratamientos térmicos estdndar como la pasteurizacion,
manteniendo su actividad hidrolitica residual incluso tras la eliminacién de la carga
bacteriana viable. Por lo tanto, la presencia y persistencia de estas enzimas
termoestables en el queso fresco amasado se consolidan como causas principales
de pérdidas econdmicas debido al deterioro prematuro de sus propiedades

organolépticas. (Ramesh et al, 2024).
2.2.2.4. Bacilos acido-lacticos mesdfilos y termofilos

Los bacilos dcido-lacticos pertenecen a un grupo de bacterias Gram positivas, son
no esporuladas y producen dcido ldctico como principal producto de la
fermentacion de carbohidratos. Estas bacterias desempenan un papel fundamental
en la industria alimentaria, especialmente en la elaboracidn de productos
fermentados como yogur, queso, embutidos y vegetales fermentados. Segin su
temperatura 6ptima de crecimiento, los bacilos dcido-ldcticos pueden clasificarse en

mesofilos y tfermofilos (Madigan et al., 2021).

Los bacilos dcido-ldcticos mesdfilos crecen preferentemente entre 20 °C y 30 °C. Entre
las especies mds representativas se encuentran Lactobacillus plantarum vy
Lactococcus lactis, ampliomente utilizadas en procesos fermentativos por su
capacidad de acidificar alimentos y mejorar sus propiedades sensoriales. Por otro
lado, los bacilos dcido-ldcticos termodfilos presentan un crecimiento éptimo entre 40
°C y 45 °C, destacdndose especies como Lactobacillus delbrueckii y Lactobacillus
helveticus, utilizadas principalmente en la elaboracidén de yogur y ciertos tipos de

queso (Tortora, Funke y Case, 2019).
2.2.2.5. Streptococcus acido lacticos

Las bacterias acido-lacticas (BAL) del género Streptococcus corresponden a cocos
Gram positivos, anaerobios facultativos, catalasa negativos e inmoviles, cuya
caracteristica metabdlica principal es la fermentacién homofermentativa de
carbohidratos para la produccién predominante de dcido L-Iactico. En la tecnologia
quesera, estos microorganismos desempenan un rol biotecnoldgico clave al liderar
los procesos de acidificacion primaria y transformacion bioguimica de la leche y la
cuagjada (Adams y Moss, 2008).

Dentro de este género, la especie de mayor relevancia en la industria quesera es
Streptococcus thermophilus, utilizada ampliamente como cultivo iniciador (starter)

termofilo en la elaboracion de diversos tipos de queso, como los de pasta hilada,
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prensados o madurados. Su principal funcién tecnoldgica es la rdpida conversion de
la lactosa en dcido ldctico, lo que provoca un descenso acelerado del pH. Esta
acidificacion resulta indispensable para promover la desestabilizacion de las micelas
de caseina, favorecer la accién del cuagjo (quimosina), facilitar el desuerado eficiente

y conferir la firmeza y plasticidad adecuadas a la matriz del queso.

Adicionalmente, la actividad metabdlica de S. thermophilus aporta atriobutos clave

para la calidad del queso:

- EBstructura y textura: Diversas cepas poseen la capacidad de sintetizar
exopolisacdridos (EPS), biopolimeros que interacttan con la red proteica
reteniendo agua libre, lo que contribuye a mejorar el rendimiento del queso,
optimizar su elasticidad y moderar la expulsibn excesiva de suero (Adams vy
Moss, 2008).

- Desarrollo sensorial: A través de sus vias proteoliticas y del metabolismo de los
carbohidratos, produce compuestos volatiles como acetaldehido y diacetilo,
los cuales constituyen precursores esenciales del perfil de aroma y sabor
caracteristicos de la cuajada (Adams y Moss, 2008).

- Vida Util: La rdpida acumulacion de d&cido ldctico, combinada con la
produccion de sustancias antimicrobianas (como bacteriocinas o perdxido de
hidrégeno), genera un efecto de barrera bioldgica que inhibe la proliferacion
de microorganismos patégenos (p. e€j., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) y alterantes, garantizando la estabilidad microbiolégica del
producto (Adams y Moss, 2008).

- Por otra parte, se ha demostrado que determinadas cepas de S. thermophilus
exhiben propiedades probidticas. Al resistir al trdnsito gastrointestinal 'y
mantener la actividad de la enzima p-galactosidasa, estas bacterias
favorecen el equilibrio de la microbiota intestinal y ayudan a la digestion de la
lactosa residual, aportando un valor funcional anadido al queso (Madigan et
al., 2021).

2.2.2.6. Coliformes

Las bacterias coliformes pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y se definen
microbioldgicamente como bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos y no
esporulados. Estos microorganismos poseen la capacidad metabdlica de fermentar

la lactosa con producciéon de dcido, gas (€0, y H,) y otros metabolitos a 35-37 °C en
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un periodo de 24 a 48 horas. En la industria Idctea y la microbiologia de alimentos, su
relevancia radica en su doble papel como agentes de deterioro microbioldgico y

como indicadores de higiene y contaminacion fecal (Centre for Food Safety, 2019).

En el procesamiento de productos Idcteos, especialmente en la elaboraciéon de
quesos, la proliferaciéon de coliformes causa graves alteraciones fisicas y sensoriales.
Su rdpida produccién de gas durante las primeras etapas de coagulacion y
fermentacion genera el defecto tecnoldgico conocido como hinchazdén precoz,
caracterizado por la formacién de cavidades irregulares o "ojos", fisuras en la masa,
acidificacion no deseada y sabores o aromas extranos que comprometen la calidad

y el rendimiento del producto.

Aunque algunas especies de coliformes estdn asociadas a enfermedades infecciosas
en humanos, su principal valor en el control de calidad de alimentos es servir como
pardmetro para evaluar la inocuidad, la calidad de la materia prima y la efectividad
de las Buenas Prdcticas de Manufactura (BPM) durante el procesamiento vy

almacenamiento (Mestanza-Buenano, 2024).

Las pruebas de coliformes totales no tienen como objetivo detectar la contaminaciéon
fecal, sino mds bien reflejar la higiene general durante la produccién o manipulacion
de alimentos y la calidad de las medidas utilizadas para minimizar la contaminacion

bacteriana (Centre for Food Safety, 2019)

Los coliformes que pueden fermentar lactosa a una temperatura de 44,5°C y producir
indol, especialmente Escherichia coli y especies de los géneros Klebsiella y
Citrobacter, se utilizan como indicadores de contaminacién en alimentos que han
sido manipulados sin asegurar las condiciones higiénico-sanitarias adecuadas.
(Swistock, 2023)

2.2.2.7. Caracteristicas microbiolégicas y morfologid

En términos generales, el reconocimiento de bacterias se basa en caracteristicas
como la morfologia celular (cocos, bacilos espirilos), la tincion de Gran positivos o
negativos, con la capacidad de formar esporas, el tipo de metabolismo que fienen
son aerobio, anaerobio o facultativo, con pruebas bioquimicas especificas, que son
aspectos fundamentales para identificar y diferencias al grupo bacteriano en el

contexto de microbiologia alimentaria y deteriorativa (Pozo, 2021).
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Denftro de la estructura de la envoltura de las bacterias coliformes se caracteriza por
ser laminar y estar compuesta de dos membranas principales. La membrana de
forma citoplasmdtica consiste en una bicapa de fosfolipidos que regula el paso de
metabolitos, nutrientes y macromoléculas y presenta una alta concentracion de
proteinas asociadas a su capa externa de peptidoglucano. Por otro lado, la
membrana externa, también formada por una bicapa fosfolipidica, contiene
lipoproteinas, lipopolisacdridos, proteinas porinas y otros componentes estructurales
que le confiere mayor complejidad y funciones de proteccion (Gonzdlez de la Cruz,
et al., 2021).

2.2.2.8. Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa vy
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Forma parte de la microbiota
intestinal normal de humanos y animales de sangre caliente, sin embargo, algunas
cepas son patdégenas y pueden ocasionar enfermedades gastrointestinales de
diversa gravedad. La contaminacion de los quesos puede producirse por el uso de
leche cruda contaminada, por deficiencias en el proceso de pasteurizacion o por
practicas inadecuadas de higiene durante la manipulaciéon, elaboracion,
almacenamiento y distribucién del producto. La presencia de cepas patdégenas de
E. coli en productos Idcteos representa un riesgo importante para la salud publica, ya
que puede provocar brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (Pakbin,

Wolfram y A. Rossen, 2021).

Entre las cepas de mayor relevancia se encuentra Escherichia coli O157:H7, una
bacteria productora de toxina Shiga (STEC), capaz de causar colitis hemorrdgica y
sindrome urémico hemolitico, especialmente en ninos, adultos mayores y personas
inmunodeprimidas. Ademds de E. coli O157:H7, otros patdgenos entéricos de
importancia en la inocuidad de los productos ldcteos son Salmonella enterica,
Shigella dysenteriae y Yersinia enterocolitica, microorganismos asociados con
cuadros de gastroenteritis, diarrea severaq, fiebre y ofras complicaciones sistémicas.
La deteccion de estos microorganismos evidencia fallas en las condiciones higiénico-
sanitarias del proceso de elaboracion y constituye un riesgo de salud para el

consumidor.

Para prevenir este tipo de contaminacion es indispensable utilizar leche pasteurizada,

mantener un estricto control de la calidad de la materia prima y aplicar Buenas
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Practicas de Manufactura (BPM) durante todas las etapas de produccion. Asimismo,
la capacitacion continua del personal, la limpieza y desinfeccidon de equipos e
instalaciones, el control de la cadena de frio y la prevencion de la contaminacion
cruzada son medidas fundamentales para reducir la proliferacion  de
microorganismos patégenos y deteriorantes durante la  elaboracion y
almacenamiento del queso amasado, garantizando asi la inocuidad vy la calidad del

producto (Pozo, 2021).
2.2.3. Dindmica de crecimiento microbiano en queso fresco

La dindmica de crecimiento bacteriana estd dada como aumenta una poblacion
de bacterias a lo largo del fiempo. Lo cual se puede dar en un sistema que garantice
las condiciones necesarias para cada microrganismo, esto se puede representar
mediante una curva estédndar como se muestra en la figura 1. Dividiéndose en cuatro

fases como latente, exponencial, estacionaria y muerte.
FASES DE CRECIMIENTO

Latencia Exp ial Est aria Muerte

cor

- —-00

e —-Ue ~<

Tiempo

Figura 1. Dindmica de crecimiento microbiano en queso fresco
Fuente: (Diaz, 2023).

- Fase Lag (Adaptacién): Los microorganismos se adaptan al medio. Hay poco
o0 ningun aumento en la poblacién. En ldcteos, esta fase se alarga con la
refrigeracion (Pelczar, Chan, y Krieg, 2000).

- Fase Log (Crecimiento Exponencial): La poblaciéon se duplica rdpidamente a
una velocidad constante. El producto comienza a sufrir un deterioro rdpido.
Por ejemplo, las BAL producen &cido lactico de manera acelerada (James,
2002).
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- Fase Estacionaria: La tasa de crecimiento se iguala a la tasa de muerte celular
(por agotamiento de nutrientes o acumulacion de metabolitos tdéxicos, como
el dcido lactico) (James, 2002).

- Fase de Muerte: La tasa de muerte es mayor que la de crecimiento; la

poblacién disminuye (James, 2002).

Los tratamientos térmicos como la pasteurizacion o UHT, son claves debido a que
buscan inactivar los microrganismos, pasando de una fase de adaptacion a una fase
de muerte sin pasar por las fases de crecimiento exponencial y fase estacionaria, por

ende, extendiendo la vida Util del producto (Montville y Matthews, 2008).
Factores clave que influyen en el crecimiento microbiano en queso fresco

El queso fresco un medio de cultivo rico en nutrientes (lactosa, proteinas, grasas,
minerales), con una alta actividad de agua (Aw>0.99). Generalmente un pH 4.4
cercano a neutro, condiciones que favorecen de una manera significativa a la
proliferacién de bacterias, levaduras y mohos, de forma acelera un proceso de

deterioro microbioldgico (Vargas-Salas y Toro, 2020).

En la tabla 2 se mencionan los factores que influyen en el crecimiento microbiano en

queso fresco.

Tabla 2. Factores que influyen en el crecimiento microbiano en queso fresco

Factor intrinseco Influencia
Queso fresco (aw=0.99) y la mayoria de los quesos (aw=0.96) permiten la
Actividad de agua (aw) multiplicacién microbiana. Los alimentos con baja Aw (egj., leche en

polvo, aw=0.2) inhiben la proliferacion.
Los microorganismos prosperan a pH neutro. Un pH bajo (pH<4.4),
pH como el que se alcanza en productos fermentados (queso fresco
acidificado), dificulta su desarrollo y supervivencia.

Dentro de la produccion de queso, donde este consiste de (proteinas,
lipidos, carbohidratos) sustenta el crecimiento de una amplia gama de
bacterias.

La estructura de los gldbulos de grasa de la leche puede influir en la
dindmica microbiana, promoviendo el crecimiento de bacterias
beneficiosas como Bacillus subtilis.

Fuente: (Vargas-Salas y Toro, 2020; Consorcio Lechero, 2022; UMEC, 2025).

Nutrientes

2.2.4. Vida Util y calidad en el queso
2.2.4.1. Concepto de Vida Util en Quesos Frescos

La vida Util de un queso se define como el tiempo limite en el que el producto
mantfiene sus caracteristicas sensoriales (olor, sabor, textura), fisicoquimicas y de

inocuidad bajo condiciones de almacenamiento recomendadas (Hough, 2010).
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En el caso del queso amasado, al ser un queso fresco con una elevada actividad de
agua (aw) y un pH cercano a la neutralidad, presenta condiciones favorables para
el crecimiento de microorganismos alterantes y patdégenos, lo que limita su vida Util.
Diversos autores senalan que la vida Util de este tipo de queso oscila entre 8 y 15 dias
cuando se mantiene bajo refrigeraciéon (2-8 °C), aunque este periodo puede variar
segun la calidad de la leche utilizada, las condiciones higiénicas durante la
elaboracién, el tipo de empaqgue y las condiciones de almacenamiento (Pozo vy
Salcedo, 2021). Durante este tiempo pueden desarrollarse microorganismos capaces
de degradar proteinas y lipidos, ocasionando cambios en las caracteristicas

sensoriales y reduciendo la inocuidad y aceptabilidad del producto.

Debido a esta susceptibilidad al deterioro microbioldgico, es indispensable que los
quesos frescos cumplan con los criterios microbiolégicos establecidos por la
normativa vigente para garantizar su calidad e inocuidad. En este contexto, la Tabla
3 presenta los requisitos microbioldgicos establecidos para quesos frescos no

madurados destinados a la comercializacion.

Tabla 3. Requisitos microbiolégicos para quesos frescos no madurados
Requisito N M M c Método de ensayo
Enterobacteriaceas, UFC/g 2x102 108 1 NTE INEN 1529-13
Escherichia Coli, UFC/g <10 10 1 AOAC 991. 14
1

5
5
5
5

Staphylococcus aureus UFC/g 10 102 NTE INEN 1529-14
Listeria Monocytogenes/ 25/g Ausencia - ISO 11290-1
Salmonella en 25 g 5 Ausencia - 0 NTE INEN-1529-15

Fuente: (INEN, 2012).

Ademds de los criterios establecidos en la NTE INEN 1528, la produccién vy
comercializacién de quesos frescos en Ecuador se complementa con la NTE INEN
3067:2016, aplicable a quesos elaborados con mezcla de leches, y con la NTE INEN
076, correspondiente al Reglamento Técnico de Leche y Productos Lacteos. De igual
manera, el Codex Alimentarius CAC/GL 21-1997 establece los principios y directrices
para la aplicacion de criterios microbioldgicos en los alimentos, con el propdsito de
prevenir y controlar los riesgos microbiolégicos y garantizar la inocuidad del producto

final.
2.2.5. Métodos convencionales de cuantificacion e identificacion microbiana

Los métodos de siembra o inoculacion son técnicas esenciales en microbiologia
permitiendo cultivar microrganismos en medios confrolados con el objetivo de

analizarlos y estudiarlos, ya que permiten la identificacion y cuantificacion de
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bacterias, hogos y otros microrganismos mediante medios de cultivo los cuales estdn
disenados para satisfacer las necesidades de los diferentes microrganismos. Para lo
cual los tipos de siembra microbioldgicas son fundamental con el fin de comprender
los distintos enfoques que se puede utilizar en funcién del propdsito del andlisis y tipo

de microrganismos (Fernandez I. et al., 2023).
- Siembra por estria

Es una técnica de aislamiento que permite obtener colonias individuales de
microrganismos a partir de una muestra, en este método, se utiliza un asa de siembra
para arrastrar una pequena cantfidad de muestra sobre la superficie de un medio
solido en una placa de Petri. Durante el proceso el asa se pasa varias veces en
diferentes direcciones, de modo que los microorganismos se diluyan
progresivamente. Esto facilita que en las Ultimas estrias aparezcan colonias

individuales, que pueden aislarse y estudiarse de manera separada (Tao et al., 2025).
- Siembra por agotamiento

La siembra por agotamiento es ofra técnica de aislamiento utilizada para reducir la
concentracién de microorganismos en una muestra, de manera similar a la siembra
por estria. En este caso, sin embargo, la muestra se extiende sobre toda la superficie
del medio de cultivo en una placa de Petri, y el asa de siembra se esteriliza después
de cada pasada. De este modo, se reduce la cantidad de microorganismos en cada
pasada, lo que permite obtener colonias bien separadas y aisladas (Secor et al.,
2022).

- Siembra en profundidad

Permite cultivar microorganismos en el interior de un medio de cultivo sdlido, en lugar
de hacerlo sobre su superficie, la muestra se mezcla con un medio de cultivo agar
fundido y atemperado, y esta mezcla se vierte posteriormente en una placa de Petri
o0 en un tubo de ensayo. Una vez que el medio solidifica, los microorganismos quedan
distribuidos y crecen en el interior del agar, en lugar de hacerlo Unicamente en su

superficie (Tao et al., 2025)
- Siembra por extension

Se utiliza para distribuir de manera uniforme los microorganismos sobre la superficie
de un medio sdélido. Para emplearla, se coloca una pequena cantidad de muestra

en el cenfro de la placa de Petri, y luego se utiliza una espdtula esterilizada para
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extender la muestra en toda la superficie del medio. Esta técnica es Util cuando se

quiere obtener un crecimiento uniforme en toda la placa (Sanders, 2012).
- Siembra en placa de vertido

Es Util para cuantificar y aislar microorganismos. En esta técnica, una cantidad
medida de la muestra se mezcla con medio de cultivo liquido fundido y luego se
vierte en una placa de Petri. Una vez que el medio solidifica, los microorganismos

crecen tanto en la superficie como en el interior de la placa (Vidova, 2021).
- Siembra en medios selectivos

Implica el uso de medios de cultivo disenados para favorecer el crecimiento de
ciertos microorganismos e inhibir el crecimiento de ofros. Esta técnica es
especialmente Util para aislar y estudiar microorganismos especificos en muestras

complejas, como las obtenidas de suelos, alimentos o ambientes (Tao et al., 2025)
- Siembra en medios diferentes

Esta técnica permite distinguir diferentes tipos de microorganismos en funcion de sus
caracteristicas bioquimicas. Estos medios contienen indicadores que cambian de
color o producen reacciones visibles en respuesta a las actividades metabdlicas de
los microorganismos, permitiendo diferenciarlos entre si. Se frata de un tipo de siembra
comun en laboratorios de microbiologia para identificar especies bacterianas en

funciéon de sus capacidades metabdlicas (Espinoza, 2019).

2.2.5.1. Medios de cultivo para la determinacion de la microbiota y bacterias dcido

|&cticas.

Para evaluar la microbiota presente en el queso amasado se emplean diferentes
medios de cultivo, cada uno disenado para favorecer el crecimiento de
determinados grupos bacterianos o para evidenciar actividades metabdlicas

especificas:
- Agar Plate Count (PCA)

El agar Plate Count es un medio de cultivo no selectivo utilizado para el recuento total
de bacterias aerobias viables en alimentos. Su composicion, basada en digestion
enzimdtica de caseina y triptona, proporciona los nutrientes necesarios para el
desarrollo de una amplia variedad de bacterias no exigentes. Se incuba

generalmente a 37 °C durante 48 horas y permite observar el nUmero total de colonias
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desarrolladas, expresadas como unidades formadoras de colonias (UFC). Este medio
no diferencia grupos bacterianos especificos, sino que sirve para estimar la carga
microbiana total de la muestra y evaluar la calidad microbioldgica del alimento.
(Calderén y Gonzdlez, 2024).

- Agar MRS: Agar MRS (de Man, Rogosa y Sharpe)

Es un medio selectivo disenado para favorecer el crecimiento de bacterias dcido
|Gcticas, especialmente bacilos del género Lactobacillus. Contiene fuentes de
carbono, nitrégeno y sales que inhiben parcialmente el crecimiento de ofras
bacterias. Se incuba en condiciones anaerdbicas y las colonias desarrolladas
corresponden principalmente a lactobacilos, los cuales participan en la fermentacion
y acidificacién del queso. La diferenciacidén se realiza por el crecimiento
predominante de colonias pequenas, circulares y de color blanco crema

caracteristicas de este grupo bacteriano (Veseld et al., 2019).
- AgarMl17

El agar M17 es un medio selectivo utilizado para el cultivo de cocos dcido Idcticos,
principalmente de los géneros Lactococcus y Streptococcus. Su formulacion
favorece el crecimiento de estos microorganismos vy limita parcialmente el desarrollo
de ofras bacterias. Después de la incubacidén se observan colonias pequenas vy
redondeadas tipicas de cocos Iacticos, permitiendo distinguirlos de los bacilos que
crecen en agar MRS. Este medio es Util para estudiar microorganismos responsables

de la acidificacién y maduracion de productos ldcteos (Abarquero et al., 2025).
2.2.6. Medios de cultivo para bacterias proteoliticas v lipoliticas

El deterioro sensorial del queso estd asociado con microorganismos capaces de
degradar protfeinas y grasas mediante enzimas extracelulares. Para evidenciar estas

actividades se emplean medios diferenciales.
- Plate Count Skimmed Milk Agar

Este medio contiene leche descremada como fuente de caseina y se utiliza para
detectar bacterias con actividad proteolitica. Las bacterias capaces de producir
proteasas hidrolizan la caseina y generan una zona transparente alrededor de la
colonia. Las colonias sin halo corresponden a microorganismos sin actividad

proteolitica detectable. De esta manera, el medio permite distinguir bacterias
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proteoliticas de bacterias no proteoliticas por la presencia o ausencia del halo de

clarificacién (Liepa et al., 2018).
- Agar Tributyrin

El agar Tributyrin contiene fributiina como sustrato lipidico y se emplea para
evidenciar bacterias productoras de lipasas. La hidrdlisis de la tributirina provoca una
zona clara alrededor de las colonias debido ala degradacién del lipido. Las bacterias
lipoliticas se distinguen por la formacién de halos transparentes, mientras que las
bacterias no lipoliticas crecen sin producir cambios en el medio. Este ensayo permite
evaluar microorganismos asociados al desarrollo de sabores y olores rancios en

quesos almacenados durante periodos prolongados (Zheng et al., 2018).
2.2.6.1. Medios de cultivo para microorganismos indicadores de contaminacion

La evaluacion de la inocuidad microbioldgica del queso requiere medios que
permitan detectar microorganismos indicadores de contaminacion fecal o

ambiental.
- Agar Cromogénico

Este medio diferencial contiene sustratos cromogénicos que reaccionan con enzimas
especificas de coliformes y de E. coli. Las colonias de coliformes presentan una
coloracidén caracteristica, mientras que E. coli desarrolla colonias azul verdoso o verde
turquesa. La diferenciacion se basa en el color de las colonias producido por la
actividad enzimdtica de cada grupo bacteriano, lo que permite una deteccion

rdpida y directa en productos alimenticios (Romero, et al., 2023).
- Agar Aeromonas (con ampicilina)

Este medio selectivo contiene ampicilina para inhibir gran parte de la microbiota
acompanante y favorecer el crecimiento de especies del género Aeromonas. Las
colonias sospechosas se observan generalmente de color rosado o amairillo,
permitiendo distinguirlas de ofros microorganismos que no logran crecer o presentan
una coloracion diferente. Su uso es importante en alimentos elaborados con agua de

calidad microbiolégica deficiente (Atlas, 2010).
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2.2.6.2. Medio de cultivo para bacilos Gram negativos
- Agar MacConkey

El agar MacConkey es un medio selectivo y diferencial utilizado para el aislamiento
de bacilos Gram negativos entéricos. La presencia de sales biliares y cristal violeta
inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas, permitiendo el desarrollo de
enterobacterias y otros bacilos Gram negativos. Ademds, confiene lactosa y rojo
neutro como indicador de pH, lo que permite distinguir bacterias fermentadoras de
lactosa de bacterias no fermentadoras. Las bacterias fermentadoras producen
colonias rosadas o rojas debido a la acidificacién del medio, mientras que las no
fermentadoras forman colonias incoloras o transparentes. Esta caracteristica facilita
la diferenciacion preliminar de grupos bacterianos de importancia sanitaria en

productos ldcteos (Mladenovi¢ et a., 2018).
2.2.6.3. Diferenciacion por Fermentacion de Lactosa

La importancia del Agar MacConkey en tu investigacion radica en su capacidad

diferencial mediante el indicador de pH rojo neutro:
- Bacterias Lactosa Positivas (L+)

Organismos como Escherichia coli o Klebsiella spp. fermentan la lactosa produciendo
dcidos que viran el color de la colonia a un rosa intenso o rojo. Esto correlaciona
directamente con los hallazgos esperados en el Agar Cromogénico mencionado

anteriormente.
- Bacterias Lactosa Negativas (L-)

Organismos como Pseudomonas spp. o Salmonella spp. no fermentan este azicar,

dando lugar a colonias incoloras o transparentes.
2.2.7. Pruebas bioguimicas
2.2.7.1. Tincién de Gram

Con bases a esta técnica no evalua el metabolismo del microorganismo, sino su
arquitectura externa. El fundamento de la tincién radica en la capacidad diferencial
de la pared bacteriana para retener el colorante primario (cristal violeta) tras la
aplicacién de un solvente orgdnico (alcohol-acetona). Las bacterias que poseen una
capa gruesa y compacta de peptidoglicano retienen el colorante y se visualizan de

color morado o azul-violeta (Gram-positivas); por el contrario, aquellas con una capa
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de peptidoglicano delgada y una membrana externa rica en lipopolisacdridos
pierden el colorante primario y adoptan el tono rosado o rojo del reactivo de

contraste (Tripathi et al., 2025; Vijayakumar et al., 2023).

Tabla 4. Correcta fincidon de Gram

Reactivo Empleado Mecanismo de Accién Tiempo Estandar
Disociacion en iones CV*, los cuales penetran la
Cristal Violeta (0.5% - pared y se unen electrostdticamente a las cargas 60 segundos
1%) negativas de los dcidos teicoicos y fosfolipidos
celulares.

Actia como mordiente. Elion I3 interactUa con el

Solucién de Lugol . -
9 CV+intracelular, originando agregados moleculares

(Yodo{Y'oduro de gran tamano (complejo CV-I) insolubles en 60 segundos
potdasico) -
sistemas acuosos.
Agente extractor selectivo. Determina criticamente
Alcohol-Acetona (1:1 la retencion o pérdida del complejo cromdgeno en
~, : IS 5 a 10 segundos
v/v) funcidn de la porosidad y contenido lipidico de la
pared.
Colorante catiénico de contraste. Tife las
Safranina (o Fucsina estructuras celulares que quedaron previaomente
L . 60 segundos
Bdsica) expuestas y desprovistas de color tras la fase de

diferenciacion.
Fuente: (Casasola Bado , 2022).

2.2.7.2. |dentificacion bioguimica mediante galerias API

La identificacién de los microorganismos presentes en los alimentos constituye una
etapa fundamental dentro de los estudios microbioldgicos orientados a evaluar la
calidad de los productos ldcteos. En el caso del queso amasado, la presencia de
bacterias alterantes puede acelerar los procesos de deterioro, disminuyendo su vida

util y afectando sus caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales.

Los sistemas API, desarrollados por bioMérieux, estan conformados por galerias de
microcUpulas que contienen sustratos bioquimicos deshidratados. Una vez inoculados
con una suspension bacteriana estandarizada, los microorganismos utilizan dichos
sustratos de acuerdo con sus capacidades metabdlicas, originando cambios de
color o reacciones especificas que son interpretadas mediante un perfil numérico.
Este perfil es comparado con la base de datos del sistema APiweb™, permitiendo la

identificacion del género y, en la mayoria de los casos, de la especie bacteriana.

La utilizacién de estas galerias resulta especialmente Util en investigaciones sobre la
vida Util del queso amasado, ya que facilita la diferenciacién de los microorganismos
alterantes o potencialmente patdégenos que ocasionan pérdidas en la calidad del
producto. En funcion del tipo de microorganismo previamente aislado en los

diferentes medios de culfivo, se selecciona la galeria APl mdas adecuada para su
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identificacion bioquimica, permitiendo obtener resultados especificos de acuerdo
con las caracteristicas fisioldgicas y metabdlicas de cada grupo bacteriano
(bioMérieux, 2024).

2.2.7.3. Pruebas de catalasa y oxidasa

Dentro de las pruebas bioguimicas se encuentra la de oxidasa y catalasa, las cuales
son pruebas rapidas con el fin de identificar bacterias mediante reacciones quimicas.
La prueba de catalasa detecta la enzima, la cual descompone el perdxido de
hidrogeno en agua y oxigeno produciendo efervescencia lo que indica positivo, esta
prueba es Util para diferenciar géneros como Staphylococuus de Sfrepfococcus de

catalasa negativa entre los cocos grampositivos (Bou et al., 2011).

La prueba de oxidasa actua en presencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa, parte
de la cadena respiratoria aerobia de trasporte de electrones, aplicando reactivo
tetrametil-p-etilendiamina produciendo cambio de color a azul o pUrpura indicando
presencia de bacterias de la familia Enterobacteriaceae de oxidasa negativa y

bacilos gramnegativos como Pseudomonas oxidasa positiva (Valdez, 2021).
2.2.7.4. |dentificacion de Bacterias Gram Negativas (APl 20E y APl 20NE)

Dada la importancia de las bacterias deteriorativas en la vida Util, se utilizan galerias
especificas segun el perfil metabdlico observado previamente en medios como el

Agar MacConkey y los agares ya mencionados.
- API20E

Se utiliza para la identificacion de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram
negativos. Este sistema evalia 20 pruebas bioquimicas estandarizadas. Como
mencionan Calderdn y Pascual (2000), la estandarizaciéon de estas pruebas es crucial
en productos ldcteos para diferenciar coliformes de ofros patdégenos entéricos,

garantizando una interpretacién objetiva de la calidad higiénico-sanitaria.
- API 20NE

Es el método de eleccion para la identificacion de bacilos Gram negativos no
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, incluyendo géneros de gran
importancia en el deterioro psicrétrofo como Pseudomonas spp. y Aeromonas spp.
(identificadas presuntivamente en el Agar Aeromonas). La importancia de este
sistema radica en su capacidad para identificar especies que degradan proteinas y

lipidos bajo condiciones de refrigeracion (Vasconez, 2022).
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2.2.8. Caracterizacién de Bacterias Acido-Lacticas (API 50 CHL)

El queso amasado de la provincia del Carchi posee un microbiota nativo donde

predominan las Bacterias Acido-Lacticas (BAL).
- API 50 CHL

Este sistema se emplea para el estudio del perfi de fermentacidén de 49
carbohidratos. Es considerado el estadndar para la identificacion de especies de
Lactobacillus y microorganismos relacionados. El uso de la galeria 50 CHL permite
determinar la dindmica poblacional de las BAL, diferenciando aquellas que
contribuyen a la textura y sabor del queso de aquellas que podrian causar una

acidificacion excesiva durante la vida Ufil.
2.2.8.1. Procedimiento de Galerias API

En la Tabla 5, 6 y 7 se describe el procedimiento de la aplicacion de galerias APl 20E

para determinacion de bacterias.

Tabla 5. Procedimiento APl 20E

Etapa Procedimiento
Seleccpn de Seleccionar una colonia pura de 18-24 horas de cultivo.
colonia
Prepiﬁgjccdloon del Suspender la colonia en 5 mL de solucién salina estéril (NaCl 0,85%).
Preparaciéon de la  Colocar la galeria en la cdmara de incubacién con aproximadamente 5 mL de
galeria agua para generar humedad.
Inoculacion Llenar los microtubos segun las indicaciones del fabricante.
Aceite mineral Agregar aceite de parafina en ADH, LDC, ODC, H,S y URE.
Incubacién Incubar a 36 + 2 °C durante 18-24 horas.
Revelado Anadir reactivos TDA, JAMES e IND segUn corresponda.
Interpretacién Obtener el perfil numérico de 7 digitos e identificar mediante APIWEB.
Fuente: (bioMerieux, 2010).
Tabla é. Procedimiento APl 20NE
Etapa Procedimiento
Selecciéon de colonias Utilizar colonias puras de 18-24 horas.
Preparaciéon del inéculo Preparar suspension equivalente a 0,5 McFarland.
Preparaciéon de galeria Colocar la tira APl en la cdmara hUmeda.
Inoculacién Llenar los tubos NO3-PNPG con suspensién salina.
Medio AUX Transferir aproximadamente 200 uL al APl AUX Medium.
Llenado de asimilaciéon Inocular GLU hasta PAC.
Aceite mineral Agregar en GLU, ADH y URE.
Incubacién 29 + 2 °C durante 24 horas.
Lectura Registrar pruebas espontdneas y revelar NO3 y TRP.
Interpretaciéon Calcular perfil numérico e identificar mediante APIWEB.

Fuente: (bioMerieux, 2009).
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Tabla 7. Procedimiento APl 50CH con médium de APl 50CHL

Etapa Procedimiento
Verificacién de cultivo Confirmar Gram positivo, catalasa negativa y crecimiento en MRS.
Cultivo previo Incubar en agar MRS durante 24 horas a 30-37 °C.
Preparaciéon del inéculo Ajustar a McFarland 2 en API 50 CHL Medium.
Preparacién de galeria Preparar la tira APl 50 CH segun instrucciones del fabricante.
Inoculacion Distribuir la suspension en todos los tubos.
Aceite de parafina Cubrir los fubos inoculados.
Incubacién 29 +2°C 036 £2°C durante 48 horas.
Lectura Observar viragje de purpura a amarillo por fermentacién.
Interpretacion Obtener perfil bioguimico e identificar mediante APIWEB.

Fuente: (bioMerieux, 2011; bioMerieux, 2020.

2.2.9. Cambios microbioldgicos, fisicoquimicos y organolépticos en el deterioro del

Queso Amasado

El queso amasado es un producto ldcteo fresco, no madurado y de elaboracion
artesanal caracteristico de la regién andina. Presenta una elevada actividad de
agua (a,, = 0,98), una humedad entre el 45y 55%, y un pH cercano a la neutralidad
(5.8 a 6,4) (Martinez, 2018). Estas caracteristicas fisico-quimicas lo convierten en un
matriz sumamente susceptible a la proliferacion de microorganismos alterantes vy
patdgenos cuando disminuyen las buenas prdcticas de manufactura o la cadena de
frio (Martinez, 2018).

A continuacion, se detallan los principales cambios que ocurren durante su deterioro:
- Acidificacion excesiva o desacidificacion

La fermentacion incontrolada de la lactosa por bacterias dcido-lacticas (BAL)
heterofermentativas produce un exceso de d&cido ldctico y acético, generando un
pH bajo indeseado y un sabor excesivamente agrio (Demera et al., 2025). Por el
contrario, la actividad proteolitica de contaminantes como Pseudomonas spp. libera
compuestos alcalinos (amonio) que elevan el pH, alterando la estabilidad proteica

(Lopez y Ramos, 2022).
- Protedlisis y pérdida de consistencia

Las proteasas enddgenas o bacterianas degradan la red de caseinag, lo que provoca
la exudacién masiva del suero (sinéresis) y una degradacion de la textura eldstica
caracteristica del queso amasado, transformdndolo en una masa viscosa, blanda vy

granulosa (Demera et al., 2025).
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lll. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
Descripcion del drea de estudio

Dentro del drea de estudio corresponde a la provincia del Carchi, especificamente
a los cantones de Montufar, Huaca, Tulcdn y Espejo, donde se elaboran quesos
amasados analizados en la presente investigacidn como se visualiza en la figura 2.
Geogrdficamente la provincia del Carchi limita al norte con la Republica de
Colombia; al Sur y Oeste con la Provincia de Imbabura; al Este con la Provincia de
Sucumbios y al Oeste con la Provincia de Esmeraldas. La provincia del Carchi tiene
172.828 habitantes, distribuidos en Tulcdn 92.375, Montufar 29.590, Bolivar 15.677,
Espejo 14.522, Mira 12.727 y Huaca 7.937 (INEC, 2023).

Cantones:
* Bolivar

* Espejo

* Mira

* Montufar
* San Pedro de Huaca
* Tulcan

Figura 2. Mapa politico del Carchi
Fuente. Tulcdn Online 2023
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3.1.1. Enfoque

La presente investigacion se desarrolld con un enfoque cuali-cuantitativo, mediante
la cuantificacion de microrganismo deteriorativas y la identificacion taxondmica de
las bacterias presentes en los quesos amasados analizados. Los datos serdn
analizados estadisticamente para responder a los objetivos planteados, se tratardn
de establecer patrones de distribucidon de los microorganismos, lo que permitird tener
una perspectiva acerca de los microorganismos responsables del deterioro en los
quesos frescos amasados elaborados en la provincia del Carchi y la Identificacion a

nivel de especie género de bacterias, y efecto en quesos frescos.
3.1.2. Tipo de Investigacion

El estudio se clasifica de una forma experimental, descriptiva y observacional, dado
que no llega aplicar en los tfratamientos experimentales donde las muestras no van a
hacer analizadas. El propdsito principal es determinar los valores que tienen como
indicadores para la vida Util de cada queso amasado mediante la caracterizacion,
cuantificacion y seguimiento de la dindmica de crecimiento de las bacterias
deteriorativas a lo largo de un periodo definido. Se emplea métodos microbioldgicos
convencionales que permiten evaluar con precision los cambios en la calidad del

producto en el tiempo de almacenamiento.
3.2. HIPOTESIS
3.2.1 Hipotesis nula:

Durante el periodo de vida Util del queso amasado elaborado en Tulcdn, la
identificacion de los microorganismos predominantes y la carga de bacterias
deteriorativas no presentan un incremento progresivo, por lo que no influyen de

manera significativa en la pérdida de la calidad microbioldgica del producto.
3.2.2 Hipodtesis alternativa:

Durante el periodo de vida Util del queso amasado elaborado en Tulcdn, la
identificacion de los microorganismos predominantes y la carga de bacterias
deteriorativas presentan un incremento progresivo, influyendo de manera

significativa en la pérdida de la calidad microbiolégica del producto.
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3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

3.3.1. Definicidn de variables

Variables independientes

Definicidon conceptual: Periodo durante el cual el queso amasado se mantiene
apto para el consumo desde su elaboraciéon hasta la aparicion de signos de
deterioro microbioldgico.

Definicion operacional: Dias transcurridos desde la fecha de produccion hasta
el dia de muestreo para andlisis microbioldgico (por ejemplo: dia 0, 5, 10, 15,
20).

Variables dependientes

Definicién conceptual: Carga microbiana y tipos de bacterias que provocan
deterioro en el queso (alteraciones sensoriales, bioquimicas o estructurales).

Definicion operacional: NUmero de unidades formadoras de colonias (UFC/Q)
de especies bacterianas como Pseudomonas spp., Enterococcus spp..
Clostridium spp., entre otras, determinadas mediante métodos de siembra,

pruebas bioguimicas.
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3.3.2. Operacionalizacién de las variables de la investigacion

Tabla 8. Matriz de operacionalizaciéon de las variables

Variable Concepto Dimensiones Indicadores Técnica Instrumento
Independiente Vida Util Tiempo Dias (0;5;10;15;20) (Lopez %UQZ?Z etal.,
Dependiente ‘ Coh.dqd' Cuantificacién qe m!crOQrgonlsmos S|embrg en (Sanders, 2012)
microbiolégica deteriorativos: superficie
NTE INEN-ISO 4833

-Agar Plate Count
(PCA) a 37°C por 48

e Bacterias aerdbicas mesdfilas
horas.

-Agar Plate Count

con leche
e Bacterias proteoliticas descremada (Plate
Count Skimmed Milk
Agar) a 30°C por 120
horas.
Unidades
formadoras de
colorias/grome. _agar Tibutyrin
S (Tributyrin agar) a

e Bacterias lipoliticas
30°C por 72 horas.

-Agar colifomes
cromogénico
(Chromogenic

Coliform Agar) con
suplemento
selectivo (C.F.C) a
25°C por 48 horas.
-Agar DeMan,
Rogosa y Sharpe a
35°C por 48 horas y
42°C por 48 horas en
condiciones
anaerdbicas.

e Coliformes totales

e Bacilos dcidos lacticos
mesofilos

(INEN, 2003)

APHA (American
Public Health
Association)

Compendium of

Methods for the

Microbiological

Examination of Foods,

capitulo "Tests for
Groups of
Microorganisms" de
Frank, J.F. y Yousef,
A.E.
Mourey, A.y
Kilbertus, G. (1976)

NTE INEN 1529-7

NTE INEN 2395:2011 y
NTE INEN 2564:2011
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Empresas

e Bacilos dcidos lacticos
termofilos

Streptococcus dcidos lacticos
termafilos

e Aeromonassppy

Pseudomosas spp

P0O41, J042, S043, Q044, M045,
MO046, D047, L048, C049.

-Agar DeMan,
Rogosa y Sharpe a
35°C por 48 horas y

42°C por 48 horas en
condiciones
anaerdbicas.
Agar M17 35°C por
48 horas.

Agar Aeromonas
medio base
suplementado con
2.5mL de
suplemento
selectivo de
ampicilina.

Se tomaron
asépticamente 10
gramos de cada

muestra de queso y
se realizaron
diluciones seriadas
en solucion de agua
peptonada estéril
(0.1 %).

NTE INEN 9:2012

INEN 712-1
INEN 1529-1

Ficha técnica

Quintieri et al., (2021)

49



3.4. METODOS UTILIZADOS

1.

El muestreo se llevd a cabo en los cantones de Montufar, San Pedro de Huaca,
Tulcdn y Espejo, pertenecientes a la provincia del Carchi. Se recolectaron un total
de 45 muestras de queso amasado de 250 g cada una, correspondientes a 6
unidades por planta procesadora. Al momento de la adquisicion, se registrd la
fecha de elaboracion y el nUmero de lote para asegurar la trazabilidad y
uniformidad de los productos.

Posterior a la recoleccion, las muestras fueron colocadas en recipientes
isotérmicos provistos de acumuladores de frio (pilas térmicas) para su traslado
inmediato a los laboratorios de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi
(UPEC). Durante todo el frayecto se mantuvo la cadena de frio a una temperatura
contfrolada de 4 °C.

Se realizo la cuantificacion presuntiva de bacterias aerdbicas mesdfilas, bacterias
proteoliticas, bacterias lipoliticas, coliformes totales, Pseudomonas spp.
Enterococcus spp, Bacilos dcidos lacticos mesdfilos, Bacilos dcidos Idcticos
termofilos y Streptococcus dcidos Idcticos termofilos, Pseudomonas spp vy
Aeromonas spp de acuerdo con lo indicado por Quintieri et al (2021).

Para el andlisis microbioldgico, se pesaron asépticamente 10 g de queso vy se
colocaron en una funda estéril con 90 mL de agua peptonada al 0,1 % (w/v). La
mezcla se homogenizd en un equipo Stomacher durante 2 minutos para asegurar
la liberacion y distribuciéon uniforme de la carga microbiana (Sapkota, 2023).A
partir de esta suspension inicial (1071), se prepararon diluciones decimales seriadas
en agua peptonada. El procedimiento para la realizacidon de las diluciones

seriadas en agua peptonada se representa en la Figura 3.
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1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL
Colony-forming units
(unknown concentration)

9.0 mL broth “ “ ﬂ
1:10 1

1:100 1:10° 1:104 1:10° 1:10°

- T T 1 1]

Colonies: \ ‘ J

;'_l 285 colonies 27 colonies 3 colonies 0 colonies

Too many to count

Figura 3. Diluciones seriadas
Fuente. (Sapkota, 2023).

5. Lainoculacién se efectud mediante la técnica de siembra en superficie (difusion
en placa con asa de Drigalski) empleando los agares selectivos mencionados en
los literales 5.1 al 5.7. Se inoculd por friplicado para minimizar el error experimental
y garantizar la validez estadistica de los conteos. Esta técnica en superficie se
selecciond con el fin de facilitar la disponibilidad de oxigeno para los organismos
aerobios y facultativos, asi como permitir una delimitacién y conteo directo de las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g). La incubacion se llevd a cabo bajo los
siguientes pardmetros de tiempo y temperatura:

- Aerobios mesodfilos en Agar Plate Count (PCA) en incubacion a 37 °C
durante 48 horas para permitir la proliferaciéon de la microflora aerobia
viable.

- Bacterias proteoliticas en Agar Plate Count enriquecido con leche
descremada al 1 % Skim Milk Agar en incubacién a 30 °C durante 120 horas
para favorecer la evidencia de halo clarificado por actividad proteolitica.

- Bacterias lipoliticas en Agar Tributirina en incubacién a 30 °C durante 72
horas para determinar la degradacion enzimdtica de los lipidos.

- Coliformes totales/E. coli en Agar Coliformes Cromogénico en incubacion

a 35 °C durante 48 horas para la diferenciaciéon Cromogénico de colonias.
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- Bacilos acidos lacticos mesdfilos y bacilos dcidos Iacticos termofilos en Agar
DeMan, Rogosa y Sharpe, incubacion en anaerobiosis a 35 °C para
mesofilos y a 42 °C para termodfilos, durante 48 horas en ambos casos,
asegurando la baja tensidn de oxigeno requerida por las bacterias dcido-
IGcticas.

- Streptococcus dcido lacticos en Agar M17 en incubacion a 35 °C durante
48 horas para favorecer el desarrollo de estreptococos Idcticos.

- Aeromonas spp y Pseudomonas spp en Agar suplementado con 2.5 mL/L
de ampicilina selectiva; incubacion a 30 °C durante 48 horas para inhibir la
flora acompanante no deseada.

6. Para el caso de laidentificacion de bacterias Gram positivas, se realizé una tincidn
de Gram, la prueba de oxidasa colocando a las colonias presuntivas en discos de
papel de filiro de 6mm al cual se anadié unas gotas de solucion de tetramethyl-
p-phenylenediamine al 1%y se realizd la prueba de catalasa colocando colonias
presuntivas en discos de papel filtro de 6mm, al cual se anadié una gota de
peroxido de hidrogeno al 18%, la enzima catalasa la reaccion efervescente
diferenciando asi de forma répida a los microorganismos como Staphylococcus
spp. (catalasa positivos) de los anaerobios o microaerdfilos como Streptococcus
spp. y Enterococcus (catalasa negativa). Posteriormente se seleccionaron las
colonias Gram negativas, oxidasas negativas y catalasa negativa para su
identificacion tentativa mediante el kit APl 50CHL, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Cada galeria se incubo a 37° C durante 24 a 48 horas, la lectura e
interpretacion de los resultados se llevd a cabo mediante los codigos numéricos
del manual API.

7. La identificacion de bacilos gramnegativos no exigentes y no entéricos como
Proteoliticas, Lipoliticas, Aeromonas y Pseudomonas se realizd con el uso de las
galerias APl 20 NE. Para la inoculacion costa de 20 microtubos que contiene
sustractor deshidratados, los microtubos fueron inoculados con una suspension
bacteriana que reconstituye el medio y se llevd 29°C por 24 horas a incubar y la
lectura se realiza manualmente previa a la identificacién que se obtuvo mediante
la apiweb™,

8. Para la determinacion de la densidad relativa y frecuencia de aparicion de

bacterias mediante pruebas bioquimicas. Se utilizaron las ecuaciones descritas
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por Lahouar y otros (2015). La frecuencia representa la proporcion de muestras en

las que se detectd un taxdn especifico respecto al total de muestras evaluadas:

NUmero total de muestras

Foo = (

NUmero de muestras con presencia de un género o especie> 100
X

Mientras que la densidad relativa cuantifica la proporcion de aislamientos
pertenecientes a un género o especie especifica en relacién con la totalidad de

aislamientos recuperados:

DR(%) = <

NUmero de aislamientos de un género o especie

v - - X 100
NUmero total de aislamientos

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

En la provincia del Carchi existen 9 empresa dedicadas a la fabricacion de quesos
amasados de acuerdo con la informacion levantada en el ano 2021, los cuales se

muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Empresas dedicadas a la fabricacion de quesos amasados en la provincia

del Carchi

Empresa Tipo de producto Marca del Producto Ubicacién
Prodalsan Queso Amasado Queso amasado Donnel Montufar

Lacteos Jhonny Queso Amasado Queso Lacteos Jhonny Huaca

Lacteos San Miguel Queso Amasado Queso San Miguel Tulcdn
La Delicia Queso Amasado Queso San Gabriel Montufar
Liderlac Queso Amasado Queso Liderlac Montufar
Montulac Queso Amasado Queso montulac Montufar
Marcello Queso Amasado Queso Marcello Montufar
Centenario Queso Amasado Queso Centenario Montufar

Q' Senor Queso Amasado Queso Q' Senor Espejo

El muestreo se realizé6 teniendo en cuenta que las variables dependientes a medir
eran cuantitativas y se considerd el total de plantas procesadoras.

Se tomo en cuenta que la vida Util de los quesos es de 10 a 15 dias y, por ende, los
cambios microbioldgicos se evaluardn cada 5 dias, desde el inicio de la adquisicion
de las muestras, en consecuencia, se analizan los dias 0, 5, 10, 15 y 20 dias. En el
transcurso de la investigacion las muestras fueron almacenadas en condiciones de

refrigeracion a 4°C.

Fueron adquiridas é6 muestras de 250g por cada empresa en total de plantas
procesadoras de queso amasado para el estudio, las muestras fueron adquiridas en
las plantas de procesamiento el mismo dia de produccién y fueron trasladas a las
instalaciones de los Laboratorios de Microbiologia de la Universidad Politécnica

Estatal del Carchi para su andlisis.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

4.1.1 Pruebas bioquimicas

En la tabla 10 se muestran las bacterias identificadas de la familia
Enterobacteriaceae. Entre las especies identificadas se tuvieron a Hafnia alvei y
Pantoea spp., ambas con una frecuencia de 33.33% y una densidad relativa de

27.27%.

Tabla 10. Bacterias identificadas en galerias API 20E

Bacteria Identificada Frecuencia (%) Densidad Relativa (%)
Hafnia alvei 33.33% 27.27%
Pantoea spp. 33.33% 27.27%
Enterobacter aerogenes 22.22% 18.18%
Raoultella ornithinolytica 11.11% 9.09%
Cronobacter spp. 11.11% 9.09%
Yersinia pestis 11.11% 9.09%

Por ofro lado, Enterobacter aerogenes registrd los valores maximos de presencia,
alcanzando una frecuencia del 22,22% y una densidad relativa del 18,18%. En
contraste, los valores minimos de presencia correspondieron a Raoultella
ornithinolytica, Cronobacter spp. y Yersinia pestis, identificadas con una frecuencia

del 11,11% y una densidad relativa del 9,09%.

En la tabla 11 se detalla los resultados de la frecuencia y densidad relativa de las
bacterias Gram negativas identificadas, pertenecientes a las familias

Pseudomonadaceae, Sphingomonadaceae, Aeromonadaceae y Moraxellaceae.

Los valores mdaximos de prevalencia correspondieron a Pseudomonas luteola (77,78%
de frecuencia; 28,26% de densidad relativa) y Sphingomonas paucimobilis (55,56%;
17,39%). En rangos intermedios se detectaron Aeromonas hydrophila/caviae, Vibrio

metschnikovii y Pseudomonas fluorescens (33,33% de frecuencia), ademds de
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Brevundimonas  vesicularis,  Pasteurella  spp..  Burkholderia  cepacia vy
Sphingobacterium spiritivorum (22,22%). Los valores minimos (11,11% de frecuencia;
2,17% de densidad), Acinetobacter baumannii, Acinetobacter junii/johnsonii,
Mannheimia haemolytica, Aeromonas salmonicida, Rhizobium radiobacter vy

Ochrobactrum anthropi.

Tabla 11. Bacterias identificadas con galerias APl 20NE

Bacteria Identificada Frecuencia (%) Densidad Relativa (%)
Pseudomonas luteola 77.78% 28.26%
Shingomonas paucimobilis 55.56% 17.39%
Aeromonas hydrophila/caviae 33.33% 8.70%
Vibrio metschnikovii 33.33% 6.52%
Pseudomonas fluorescenses 33.33% 6.52%
Brevundimonas vesicularis 22.22% 6.52%
Pasteurella spp. 22.22% 4.35%
Burkholderia cepacia 22.22% 4.35%
Shingobacterium spiritivorum 22.22% 4.35%
Acinetobacter baumannii 11.11% 2.17%
Acinetobacter junii/johnsonii 11.11% 2.17%
Mannheimia haemolytica 11.11% 2.17%
Aeromona salmonicida 11.11% 2.17%
Rhizobium radiobacter 11.11% 2.17%
Ochrobactrum anthropi 11.11% 2.17%

Nota: Los datos presentados en la tabla 11 muestran los resultados de las bacterias
dcido lacticas identificadas.

Tabla 12. Bacterias identificadas en galerias API 50CH con Medium 50CHL

Bacteria Identificada Frecuencia (%) Densidad Relativa (%)
Lactococcus lactis spp. 88.89% 40.00%
Lactobacillus paracasei 44 44% 30.00%

Leuconostoc mesenteroides 44 44% 20.00%
Lactobacillus plantarum 11.11% 5.00%
Lactococcus delbrueckii spp. 11.11% 5.00%

Lactococcus lactis registrd los valores mdximos de presencia y densidad relativa
respectivamente  (88,89%; 40,00%). En rangos intermedios se tuvieron a
Lacticaseibacillus paracasei (44,44%; 30,00%), y Leuconostoc mesenteroides (44,44%;
20,00%), correspondieron para Lactiplantibacillus plantarum y Lactobacillus
delbrueckii (11,11% de frecuencia y 5,00% de densidad).

4.1.2 Dindmica de crecimiento
Aerobios mesofilos

En la figura 4 se puede observar la evolucion del recuento de aerobios mesofilos en
UFC/g a lo largo del tiempo de 0O, 5, 10, 15 y 20 para 9 empresas diferentes, la

tendencia de las muestras es creciente en el tiempo, lo que indica proliferaciéon
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microbiana progresiva en todos los casos. Siendo D047 la de mayor proliferacion con
6.08 UFC/g y un incremento abrupto entre los dias 5y 10. Le siguen C049, L048 y J042
superando las 5 UFC/g, en confraste con M045 mostro el menor crecimiento
correspondiente a 2.16 UFC/g siendo mds estable microbiolégicamente durante todo

el periodo evaluado.
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Figura 4. Curva de crecimiento aerobios mesdfilos en queso amasado.
Proteoliticas

En la figura 5 se muestra el recuento de las bacterias proteoliticas expresadas en
UFC/g de las 9 empresas durante un periodo de 20 dias evaluados. El crecimiento
para la empresa D047 muestra el valor mds bajo con 2.76 UFC/g, mientras que M046
registra el mds bajo con 1.11 UFC/g. A lo largo del tiempo, todos los mercados
muestran una tendencia ascendente progresiva hasta el dia 20. En dia 20 la empresa
C049 alcanza el valor méximo de 5.3 UFC/g, seguido de la empresa Q044 con 4.99 y
MO046 con 4.65 UFC/g en comparacion a L048 que muestra un aumento mds discreto
finalizando en 2.72 UFC/g.
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Figura 5. Curva de crecimiento Bacterias proteoliticas en queso amasado.

Bacilos dcidos lacticos termdfilos

En la figura 6 se muestra el crecimiento de bacilos acido Iacticos termdfilos desde el
dia 0 la planta M046 sobresale con el valor mds elevado de 5.83 UFC/g,
manteniéndose relativamente estable hasta el dia 20 con 7.38 UFC/g, lo que sugiera
una carga bacterianainicial alta, mientras que P041 y S043 comienzan con los valores
mds bajos, de 0.07 y 0.10 UFC/g respectivamente. Entre los dias 10 vy
20 el crecimiento de las BAL en las empresas D047 y L048 fue mds pronunciado,
alcanzado 8.71 y 8.00 UFC/g respectivamente, siendo D047 la que registra el valor
final mds alto. La empresa J042 también muestra un crecimiento considerable,
legando a 7.61 UFC/g, mientras que Q044 y M045 mantienen comportamientos
moderados en 2.99 y 1.92 UFC/g y S043 permanecen con el recuento mds bajo de
0.52 UFC/g al dia 20.
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Figura é. Curva de crecimiento de Bacilos dcidos Idcticos termdfilos en queso
amasado.

Lipoliticas
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En la figura 7 se muestra el crecimiento de las bacterias lipoliticas en queso amasado

a lo largo del periodo de 0 a 20 dias. Al inicio de la evaluacién la empresa D047

presentd el valor mds alto con 2.40 UFC/g, mientras que P041 registrd el mds bajo con

0.85 UFC/g. A lo largo de periodo, la mayoria de las empresas exhibieron un

crecimiento gradual; sin embargo, D047 destaca con un incremento exponencial,

alcanzando 8.3 UFC/g al dia 20, en comparacion a las empresas J042 con 5,39 y Q044

con 5.13 UFC/g, mientras que C049 presenta el crecimiento mds moderado en 2.61

UFC/g.
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Figura 7. Curva de crecimiento de bacterias lipoliticas en queso amasado.

Streptococcus dacidos lacticos

En la figura 8 se muestra el crecimiento de Strepfococcus dacidos lacticos en 9
muestras de queso amasado durante 20 dias. Todas las empresas mostraron un
crecimiento progresivo a lo largo del tiempo. La empresa M046 alcanzd el valor mds
alto con 6.73 log UFC/g, seguida de J042 en 6.36 log UFC/gy C049 con 6.12log UFC/g,
evidenciando un crecimiento bacteriano acelerado especialmente entre los dias 10
y 20, en comparaciéon de la empresa P041 muestra el crecimiento mas lento de 2,29
log UFC/g. Este comportamiento ascendente generalizando indica condiciones
favorables para la proliferacion de bacterias Idcticas durante el almacenamiento del

queso.
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Figura 8. Curva de crecimiento de streptococcus acidos lacticos en queso

amasado.

Aeromonas spp
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Durante los 20 dias de almacenamiento los recuentos de Aeromonas spp mostraron

un comportamiento heterogéneo entre empresas como se muestra en la figura 9. La

mayoria mantuvo valores bajos inferiores a 5 UFC/g hasta el dia 15, con incrementos

moderados al final del periodo. Sin embargo, M045 presento un crecimiento

exponencial acelerado, alcanzando 21.1 UFC/g al dia 20, seguido de D047(11.3

UFC/g) y M046 (9.2 UFC/g). J042 registrd los valores mds bajos durante todo el tiempo

de andlisis de 0.5 UFC/g, mientras que L048 mantuvo el crecimiento mds estable y

controlado, evidenciando diferencias significativas en las condiciones higiénicas de

produccidn entre establecimientos.
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Figura 9. Curva de crecimiento de bacterias Aeromonas spp en queso amasado.

E. coli

En la figura numero 10 se observa un comportamiento heterogéneo entre las
empresas evaluadas, durante los 20 dias de seguimiento, la empresa M046 presentd
la mayor proliferacién bacteriana, alcanzando 12,63 UFC/g, seguida de D047 con
12,17 UFC/g, ambas con incrementos pronunciados hacia el dia 20, lo que representa
un riesgo sanitario significativo. J042 y S043 mostraron crecimientos moderados y
sostenidos. En contraste, L048 y C049 mantuvieron los valores mas bajos (0,70 y 3,10
UFC/g respectivamente), sugiriendo mejores prdcticas de higiene. P041, Q044 y M045

no registraron datos cuantificables en ningun periodo.
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Figura 10. Curva de crecimiento E. coli en queso amasado.

4.2. DISCUSION
4.2.1. Identificacion de bacterias

Los resultados obtenidos muestran que Hafnia alvei y Pantoea spp. fueron los
microorganismos predominantes, cada uno con frecuencia del 33.33%. Esto coincide
con lo reportado por Hanzelovd y ofros (2024), quienes senalan que las
enterobacterias suelen ser el grupo dominante dentro de la microbiota en quesos
artesanales, debido a su capacidad para adaptarse a ambientes con alta humedad.
Por ofro lado, se observé una frecuencia notablemente alta de Pseudomonas luteola
77.78%; densidad de 28.26% junto a la presencia de Pseudomonas fluorescens 33.33%.
Estos hallazgos son consistentes con lo descrito por Avila y ofros (2025), quienes
refuerzan la idea de que persisten especies psicofrofas en entornos Idcteos con

refrigeracion.
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Mientras que bacterias ambientales de presencia comun como Pantoea spp. o
Sphingomonas paucimobilis reflejan contaminacion de la materia prima, especies
con alta actividad protfeoliticas vy lipoliticas como Pseudomonas [uteolq,
Pseudomonas fluorescens y Hafnia alvei actian como alterantes criticos mediante la
produccion de enzimas exiracelulares termoestables como la proteasa
(metalodependiente aprX) vy lipasas, que permanecen activas durante el

almacenamiento refrigerado (Avila et al., 2025).

Se detectaron simultdneamente varios microorganismos de origen ambiental e
hidrico como Enferobacter aerogenes (22.22%), Sphingomonas paucimobilis (55.56%),
Aeromonas hydrophila/caviae (33.33%), Vibrio metschnikovii (33.33%), Burkholderia
cepacia (22.22%) y Acinetobacter baumannii (11.11%). Esto sugiere que el agua del
proceso y las superficies de contacto pueden ser una via de contaminacién hacia el
gueso durante la coagulacion y el moldeado. La presencia de Burkholderia cepacia
y Acinetobacter baumannii puede con llevar a la formacién de biopeliculas, asi
mismo tiene la capacidad de tolerar a los desinfectantes comerciales habituales, lo
que conlleva a problemas en los entornos de procesamiento y la posterior

contaminaciéon de alimentos (Valdez, 2021).

A esto se suma la presencia de Cronobacter spp. (11.11%) y Yersinia spp. (11.11%),
que representan un riesgo para la inocuidad y calidad del queso, estas bacterias
pueden estar presentes en quesos debido a inconsistencias en la limpieza y manejo
de equipos en el drea de ordeno como también de produccién, provocando una
contaminacién cruzada ademds tienen la capacidad de resistir bajas temperaturas
lo que, sumado a la humedad y pH neutro del queso, crea un ambiente favorable

para su desarrollo y crecimiento (Avila et al., 2025).

El consumo de alimentos que puedan estar contaminados con Cronobacter spp.
puede causar meningitis, sepsis y enterocolitis necrotizante, siendo especialmente
peligroso para neonatos, lactantes e inmunocomprometidos, mientras que Yersinia
provoca yersiniosis, con sinftomas como diarrea, dolor abdominal que puede simular

apendicitis y fiebre, afectando sobre todo a ninos pequenos (Diaz et al., 2023).

La calidad y vida Util se ven afectadas por cambios en su textura y aroma como lo
reporta Vasquez y ofros (2018), cambios sensoriales por la actividad metabdlica de
las bacterias como Pseudomonas fluorescenses, Aeromonas hydrophila/caviae,

Aeromona salmonicida, Burkholderia cepacia y Pseudomonas luteola. Mediante
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protedlisis de la caseina lo cual conlleva al ablandamiento de textura y produccioén
de sabores amargos, ademds lipolisis y la descarboxilaciéon de aminodcidos producen

aminas bidgenas como histamina y putrescina lo que representa un riesgo toxico.

El metabolismo no controlado de la lactosa y los aminodcidos por parte de
enterobacterias como Enterobacter aerogenes y Hafnia alvei deriva en la
generacion de gas sulfhidrico (H,S) y didxido de carbono (CO,). La acumulacién de
CO, genera la hinchazdn de empaques y la apariciéon de hoyos en la masa, mientras
que la intensa degradacién proteica ablanda y deforma la estructura fisica del queso

como se muesira en el anexo 2.

La acumulacion de péptidos cortos, dcidos grasos libres y compuestos sulfurados
produce la formacién de olores indeseables y sabores amargos (Condori y Fuentes,
2023). Esto ocasiona la pérdida de los afributos organolépticos caracteristicos del
alimento, reduciendo drdsticamente su vida Util y generando pérdidas comerciales

para los productores artesanales.
4.2.2. Dindmica de crecimiento de bacterias deteriorativas
4.2.2.1. Aerobios mesodfilos

El crecimiento de microorganismos aerobios mesoéfilos en las nueve plantas
productoras de queso amasado de la provincia del Carchi mostré una tendencia
ascendente continua a lo largo de los 20 dias de evaluacion este comportamiento
coincide con lo reportado por Pozo, (2021), este grupo microbiano es un indicador
general de la calidad e higiene microbioldgica en matrices alimentarias Jay et al.
(2014). La proliferacion progresiva observada puede reflejar condiciones
inadecuadas de elaboracion y falta de limpieza en las plantas lo que aumenta el
riego de contaminacién. De acuerdo con Losito y ofros (2014), la actividad
metabdlica de estos microorganismos se manifiesta en defectos visuales como
opacidad, pérdida de brillo, aparicion de manchas iregulares de tonalidad
amarillenta y beige, y formacién de ligera mucosidad superficial. A nivel estructural,
se produce una pérdida de elasticidad, ablandamiento de la masa y consistencia

arenosa.

La vida Ufil del queso en la empresa D047 registrd el mayor recuento de aerobios
mesofilos, alcanzando un valor de 6.08 Log UFC/g al dia 20. El incremento mads
marcado se observd entre los dias 5y 10. Este comportamiento en la planta D047

puede estar asociado a deficiencias en la aplicacidon de las Buenas Prdacticas de
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Manufactura (BPM), fallas en el control en el manejo de ordeno y contaminacion

cruzada durante el procesamiento (Merchdn et al., 2019).

La empresa M045 presentd el menor crecimiento de aerobios mesoéfilos durante todo
el periodo evaluado, alcanzando Unicamente 2.16 Log UFC/g al dia 20 y
manteniendo estabilidad en los recuentos. Esta estabilidad poblacional podria
atribuirse a un control mas riguroso de las prdcticas de higiene durante el moldeo y
manejo de la materia prima. Resultados andlogos fueron reportados por Rodriguez-
Pacheco y ofros (2018) en quesos frescos artesanales de la regién andina, donde las
plantas con mayor nivel de estandarizacion e higiene operacional mantuvieron
niveles reducidos de indicadores microbianos a lo largo del tiempo de vida Util de los

quesos.
4.2.3.2. Bacterias proteoliticas

En el andlisis de bacterias proteoliticas se observé que la empresa D047 inicia con un
valor elevado de 2.76 Log UFC/g alcanzando el mdximo de 5.3 Log UFC/g en el dia
20, seguida de la empresa Q044 con 4.99 Log UFC/g. Las bacterias proteoliticas son
responsables de la degradacion de las proteinas Idcteas, generando defectos en el
sabor y textura. Su incremento progresivo en las plantas evaluadas indican que el
queso amasado es un sustrato adecuado para su desarrollo, especialmente

conforme avanza en tiempo de vida Util (Unal et al., 2024).

La presencia y crecimiento de bacterias proteoliticas en el queso amasado tiene
implicaciones directas sobre su calidad organoléptica y vida Ufil. La protedlisis
acelerada produce ablandamiento de la pasta, desprendimiento de suero y
desarrollo de sabores indeseables que afectan la aceptabilidad del producto, por
parte del consumidor, la empresa L048 presento el crecimiento mds bajo en este
grupo, finalizando en 2.72 Log UFC/g, lo cual indica condiciones de produccidon mds
higiénica o un microbiota inicial menor activa, controlar la protedlisis es fundamental
para garantizar la calidad del queso amasado durante su vida comercial, que en

Ecuador suele ser de 15 a 21 dias (Duchi, 2021).
4.2.3.3. Bacilos dcidos lacticos termdfilos

El andlisis de los bacilos lIacticos termdfilos evidencid variaciones significativas en las
cargas iniciales y en las dindmicas de crecimiento entre las distintas plantas
evaluadas. La empresa M046 registré un recuento inicial de 5.83 Log UFC/g el cual

incrementd de manera progresiva hasta alcanzar 7.38 al dia 20. Esta concentracion
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elevada en el inicio del andlisis de la vida Ufil, sugiere la presencia de estos
microrganismos en el entorno de fabricacidn atribuyéndose a una posible
contaminacion ambiental persistente en las instalaciones de acuerdo a lo

mencionado por Vasquez y otros (2012).

Las bacterias pertenecientes a este grupo, como Lactobacillus helveticus y
Streptococcus thermophilus, pueden causar problemas en los quesos como es el caso

de acidificacion y participan en los procesos de protedlisis sescundaria (Mullan, 2014).

Por ofra parte, las empresas D047 y L048 presentaron las tasas de crecimiento mds
marcadas, alcanzando valores finales de 8.17 y 800 Log UFC/g al dia 20,
respectivamente. Ambas plantas mostraron una fase de aceleracion poblacional
entre los dias 10 y 20, lo que refleja una fase exponencial tardia, comportamiento
caracteristico de microorganismos que requieren una etapa de adaptacion
fisiolodgica previa antes de iniciar una multiplicacion activa. En contraste, la planta
S043 mantuvo el recuento mds bajo a lo largo del estudio, finalizando con 0.52 Log
UFC/g al dia 20. Este restringido desarrollo se asocia a condiciones ambientales o
fisicoquimicas favorables en dicha planta, tales como un pH y actividad de agua (ay,)

adecuados que limitaron el metabolismo de este grupo microbiano (Unal et al., 2024).
4.2.3.4. Bacterias lipoliticas

Las bacterias lipoliticas constituyen un grupo alterante determinante en la estabilidad
de matrices ldcteas con alto contenido graso, como el queso amasado. La empresa
D047 registrd la carga mds elevada del estudio, alcanzando 8.30 Log UFC/g al dia 20,
cifra significativamente superior a la observada en las demds plantas evaluadas y
caracterizada por una fase de crecimiento exponencial a partir del dia 10. Desde el
punto de vista bioguimico, la lipdlisis bacteriana cataliza la hidrdlisis de los
triacilglicéridos, liberando dcidos grasos libres de cadena corta y media. La
acumulacion de estos compuestos volatilizados induce defectos organolépticos
como rancidez, aromas penetrantes y sabores desagradables que comprometen la
calidad sensorial del producto. De acuerdo con Gonzdlez y otros (2015), el recuento
elevado de bacterias lipoliticas aceleran el deterioro del queso, reduciendo su vida
util.

Las empresas J042 y Q044 tambien mostraron un desarrollo considerable de este
grupo microbiano, finalizando el periodo de almacenamiento con 539 vy

5.13log UFC/g, respectivamente. En contraste, la planta C049 registrd la menor
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proliferacién, alcanzando 2.61 Log UFC/g al dia 20. Esta variabilidad entre muestras
puede atribuirse a diferencias en la carga microbiana autéctona de la leche cruda
o a divergencias en las prdcticas de manufactura e higiene operacional. Tal como
senala Anand (2011) en investigaciones sobre productos Iacteos regionales, existe
una marcada heterogeneidad en la abundancia de bacterias lipoliticas en funcién
del origen, la calidad microbiolégica inicial y las condiciones de almacenamiento de

la materia prima.
4.2.3.5. Streptococcus dcidos lacticos

La presencia de bacterias asido lacticas en quesos frescos es fundamental ya que
son parte su microbiota bacteriano tales como Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus entre otros ya que se pueden enconfrar en el origen de la materia
prima pero una vez pasteurizada la leche gran parte de estas bacterias
desaparecen, pero tfambién pueden estar presentes en el ambiente y contaminar el
gueso lo cual es un peligro para la produccién debido a que una gran presencias de
estos microrganismo pueden alterar el equilibrio microbiano e intensificar procesos de
protedlisis secundaria, afectando la textura final y el perfil de sabor del queso
amasado, este comportamiento se atribuye a factores condicionantes del medio de
elaboracién, variaciones en los pardmetros fisicoquimicos del queso o una menor
disponibilidad de sustratos fermentables para el metabolismo bacteriano (Robinson,
2002).

El crecimiento de las bacterias dcido-lacticas del grupo Streptococcus mostrd un
incremento progresivo en todas las plantas evaluadas a lo largo de los 20 dias de
determinaciéon de vida Util. La empresa M046 registrd la concentracion mas elevada,
alcanzando 6.73 Log UFC/g al dia 20, seguida por J042 con 6.36 Log UFC/g y C049
con 6.12 Log UFC/qg. Este grupo bacteriano, integrado por especies clave en matrices
ldcteas como Streptococcus thermophilus y cocos afines, constituye un componente
fundamental y confribuye a la acidificacién de la cuagjada y a la sintesis de
compuestos voldtiles aromdticos Castaneda y otros (2025). En contraste con las
concentraciones mds elevadas, la empresa P041 presentd el desarrollo mds

pronunciado para este grupo, alcanzando 2.29 Log UFC/g al dia 20.
4.2.3.6. Aeromonas spp
Durante los 20 dias de evaluacion de la vida Util del queso amasado, las poblaciones

de Aeromonas spp. mostraron un comportamiento heterogéneo entre las empresas

67



analizadas; no obstante, la mayoria mantuvo recuentos por debajo de 5.00 log UFC/g
hasta el dia 15, registrando incrementos moderados hacia el final del periodo. El
género Aeromonas es reconocido como un patdgeno oportunista emergente de alta
relevancia en matrices lacteas, capaz de causar infecciones gastrointestinales en
poblaciones vulnerables. Desde la perspectiva higiénico sanitaria y cdlida , la
presencia de este microorganismo en la matriz del queso se encuentra asociada ala
contaminacién del agua de proceso o a deficientes condiciones ambientales
durante la elaboracion, constituyendo un indicador directo de fallas en la gestion

sanitaria y en la desinfecciéon de las instalaciones (Choi et al., 2016).

Al analizar las variaciones entre instalaciones, la empresa J042 registrd la menor carga
de Aeromonas spp.. manteniéndose en niveles minimos que no superaron los
0.50 log UFC/g a lo largo del estudio, mientras que la planta L048 exhibid la cinética
de crecimiento mds estable y controlada. Dichos resultados concuerdan con lo
reportado en estudios sobre quesos artesanales de la regién andina, donde la
fluctuacion en los recuentos de patdgenos hidricos y ambientales responde
directamente al grado de control sanitario y a la calidad de las fuentes de agua

empleadas en cada unidad productiva.
4.2.3.7.E. coli

La presencia de Escherichia coli en alimentos como el queso fresco es un indicador
de contaminacién fecal ya que es una bacteria que vive en los intestinos de los
animales y personas siendo un agente de riesgo sanitario, ademds puede tener
efectos negativos en la vida Util del queso como consecuencia produccion de gas
por la fermentacion de lactosa por la enzima beta-galactosidasa lo que lleva a la

hinchazdn temprana del queso y a producir olores fuerte (Marrella et al., 2022).

La empresa M046 registrd el mayor recuento, alcanzando 12.63 Log UFC/g al dia 20,
seguida de la planta D047 con 12.17 Log UFC/g presentando ambas un marcado
incremento hacia la etapa final de tiempo de vida Util. La Norma Técnica Ecuatoriana
NTE INEN 1528 para queso fresco establece un limite mdximo permitido de <10 Log
UFC/g para E.coli; por consiguiente, los niveles reportados en estas plantas superan
considerablemente los pardmetros microbiolégicos reglamentarios, representando

un riesgo sanitario para el consumidor (Sharma et al., 2019).

Por ofra parte, las plantas J042 y S043 presentaron incrementos moderados durante

el tiempo de andlisis de vida Util, situdndose en valores intermedios. La presencia de
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E. coli en estas plantas de ldcteos se puede asociar con el mal manejo de la leche
cruda, asi como con el uso de agua no potable para la limpieza de utensilios y zonas
de contacto con el queso, como mesas, marmitas y cuchillos. Otro factor puede ser
la falta de limpieza de manos y el seguimiento de las normas de bioseguridad por
parte de los trabajadores, de acuerdo con Solera (2022). En contraste, las plantas LO48
y C049 mantuvieron concentraciones de 0,70 y 3,10 UFC/g, respectivamente, lo cual

sugiere la aplicacién de un mayor control de higiene durante la fabricacion.

En el caso de las plantas P041, Q044 y M044 se encontraron valores interiores <10
UFC/g, que pudieran deberse al fratamiento térmico aplicado, calidad adecuada
de la materia prima, la implementacion de Buenas Practicas de Manufactura (BPM)

y de normas de sanitizacién en plantas (Pdez y Rodriguez, 2024).
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

Al realizar el andlisis del queso amasado elaborado en Tulcdn, se observd que
su vida Util comercial se limita a 10 dias ya que a partir de este dia super el valor
maximo permitido para aerobios mesdfilos de 105 UFC/g. Debido a la pérdida
de calidad por la presencia de un ecosistema de 26 especies bacterianas
identificadas. Se identificaron como agentes principales, pertenecientes al
grupo de las bacterias dcido-ldcticas a Lactococcus lactis con un 88.89% de
frecuencia, bacterias psicrotrofas con alta capacidad proteolitica y lipolitica
(Pseudomonas luteola en un 77.78% y Pseudomonas fluorescens en un 33.33%),
ademds de enterobacterias e indicadores de contaminacion fecal (Hafnia
alvei, Pantoea spp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli). Las enzimas
gue producen estos microorganismos degradan rdpidamente las proteinas y
grasas del queso, lo que genera problemas como cambios en la acidez,
pérdida de agua (sinéresis), ablandamiento de la pasta, malos olores/sabores
y acumulacion de CO, que conlleva al hinchamiento de los empaques.
Mediante el uso de galerias bioguimicas API (20E, 20NE y 50CH), se identificd a
nivel de género y especie a los microorganismos responsables del deterioro al
final del tiempo evaluado. Se encontraron enterobacterias ambientales e
hidricas como Hafnia alvei (33.33%), Pantoea spp. (33.33%) y Enterobacter
aerogenes (22.22%), ademds de bacterias no fermentadoras deteriorativas
como Pseudomonas luteola (77.78% de frecuencia y 28.26% de densidad
relativa). Por otro lado, se identificaron bacterias asociadas a flora Iactica, las
especies mds comunes fueron Lactococcus lactis (88.89%) y Lacticaseibacillus
paracasei (44.44%).

Los conteos microbiolégicos realizados alos 0, 5, 10, 15y 20 dias, mostraron un
aumento progresivo de la carga bacteriana en las nueve plantas evaluadas
(PO41, JO42, S043, Q044, M045, M046, D047, L048 y C049), superando los rangos
permitidos, las bacterias proteoliticas pasaron de 1,1 log UFC/g iniciales a
valores de hasta 5,3 log UFC/g (C049) y 5,0 log UFC/g (Q044) al dia 20, con un
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comportamiento similar en las bacterias lipoliticas y dcido lacticas, como
consecuencia de la actividad enzimdtica de microorganismos que pueden
alterar y degradar proteinas y grasas. Ademds, los niveles de E. coli superaron
el limite mdximo permisible de la NTE INEN 1528 (<10 UFC/g), evidenciando un
incumplimiento a la normativa. Aunque esta norma no fija un limite especifico
para mesofilos, proteoliticas, lipoliticas y bacterias Iacticas, su crecimiento
progresivo confirma una carga inicial elevada y un control higiénico
insuficiente en la elaboracion y conservacion del queso. El comportamiento
poblacional de las bacterias mostré un crecimiento continuo a lo largo del
tiempo de vida Util. Se mostro que entre los dias 10 y 20 la mulfiplicacion
bacteriana se aceleréd (fase exponencial), frayendo como consecuencia
defectos de textura, olor y sabor. Con base en los datos analizados, acepta la
hipotesis alternativa (H;) y rechazamos la hipodtesis nula (H,). Demostramos que
la carga de bacterias deteriorativas e indicadores de contaminaciéon aumenta
progresivamente con los dias de almacenamiento, alterando de forma directa
la calidad microbiolégica y la vida Util del queso amasado elaborado en
Tulcdn.

Esta investigacion aporta informacion clave y actualizada para el sector
ldcteo del Carchi, ya que identifica por primera vez de forma detallada qué
bacterias especificas que deterioran al queso amasado. Conocer la presencia
de especies como Pseudomonas spp. y enterobacterias, conlleva a que los
fabricantes de queso amasado apliquen correctas prdacticas de
pasteurizacion de la leche, controlar la calidad del agua de proceso e
implementar rigurosamente Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y POES. A
nivel econdmico y ambiental, aplicar estas mejoras ayudard a reducir pérdidas
por producto devuelto, reducir el desperdicio de alimentos (alineado con el
ODS 12) y darles mayor competitividad a los pequenos y medianos

productores de la region.
RECOMENDACIONES

Para garantizar la reproducibilidad y validez de los andlisis microbioldgicos, es
indispensable seguir estrictfamente los protocolos de manipulacion, fransporte
y almacenamiento de muestras, asi como mantener un control riguroso de

reactivos, medios de cultivo y galerias API.
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A las empresas productoras se recomienda fortalecer las Buenas Précticas de
Manufactura  (BPM) mediante capacitaciones periddicas al personal,
implementar de manera prioritaria la pasteurizacion de la leche cruda,
verificar la calidad microbioldgica del agua utilizada en el proceso, establecer
Procedimientos Operativos Estandarizados de Sanitizacion (POES) para
equipos y utensilios comprobados mediante andlisis de superficie, y mantener
una cadena de frio estricta desde la elaboracion hasta la comercializacion
del producto, con el fin de ralentizar la cinética de la microbiota deteriorativa
y prolongar la calidad y estabilidad comercial del queso amasado artesanal.
Continuar con investigaciones de microbiologia molecular de la vida Util del
queso las bacterias deteriorarias y los patdégenos que puedan estar afectando
la calidad e inocuidad del queso amasado.

Realizar capacitaciones con programas de vinculacion a medianos y
pequenos productores de quesos con el fin de incentivar mejoras en la calidad
de los quesos y a los riesgos, en el ser humano debido a la posible presencia

de patdgenos que pueden afectar la salud del consumidor.
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