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RESUMEN

Los quesos artesanales elaborados en el departamento de Olancho representan productos
de alta importancia cultural y econdomica. No obstante, el uso de leche cruda y la ausencia
de controles microbiologicos durante su elaboracién incrementan el riesgo de
contaminacion por levaduras oportunistas y alterantes. Estos microorganismos pueden
afectar la inocuidad y las caracteristicas sensoriales del queso, por lo que su identificacion
es esencial para comprender la microbiota presente en los quesos, frescos, semisecos y
quesillos producidos en la region. El objetivo de esta investigacion fue aislar, identificar
y caracterizar las levaduras presentes en quesos artesanales de distintas regiones de
Olancho. Se recolectaron nueve muestras de queso (fresco, semiseco y quesillo)
provenientes de diversas zonas del departamento. Las muestras fueron homogenizadas,
sometidas a diluciones seriadas y sembradas en medios selectivos para levaduras.
Posteriormente, las colonias aisladas se purificaron e identificaron mediante
espectrometria MALDI-TOF MS. Los resultados se analizaron mediante estadistica
descriptiva para determinar la frecuencia y diversidad de especies. Se identificaron
levaduras pertenecientes a los géneros Candida, Pichia, Saccharomyces 'y Trichosporon.
Entre ellas, Candida famata, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis fueron las especies
predominantes. La region (B1,B2,B3) present6 el perfil mas favorable, con mayor
presencia de levaduras tecnologicamente utiles como C. famata, mientras que las regiones
(A1.A2,A3) y (C1,C2,C3) mostraron una mayor proporcion de especies oportunistas
relacionadas con deficiencias higiénicas. En conjunto, los quesos artesanales de Olancho
exhiben una microbiota levaduriforme diversa, compuesta por especies beneficiosas y
oportunistas. Los hallazgos resaltan la necesidad de fortalecer las practicas de higiene

durante el ordefio, manipulacién y procesamiento para mejorar la inocuidad del producto

Palabras claves: Candida, inocuidad, Fermentacion, MALDI-TOF MS.

Xi



INTRODUCCION

La produccion de quesos artesanales en Olancho, Honduras, representa una tradicion
importante tanto cultural como econémicamente. Sin embargo, la ausencia de controles
microbioldgicos rigurosos durante su elaboracion puede comprometer la calidad e
inocuidad del producto.(Camara et al. 2024) Las levaduras presentes en estos quesos
desempefian un papel fundamental en el desarrollo de caracteristicas sensoriales, como el
aroma, la textura y el sabor, pero también pueden representar riesgos si no se identifican

y gestionan adecuadamente.

La espectrometria de masas MALDI-TOF MS ha demostrado ser una herramienta
eficiente para la identificacion precisa de levaduras en productos lacteos, permitiendo
clasificarlas hasta el nivel de especie(Geronikou et al. 2020). En este contexto, la presente
investigacion tiene como objetivo aislar, identificar y caracterizar las levaduras presentes
en los quesos artesanales. Se analizaron los tipos de quesos, fresco, semiseco, y quesillo
mediante métodos de cultivo, recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) y

analisis morfoldgico y fisiologico.

Los resultados permitieron diferenciar levaduras beneficiosas, que contribuyen a la
maduracion y perfil sensorial del queso, de aquellas potencialmente patdgenas o
alterantes. Esto contribuyo a mejorar los procesos de produccion artesanal mediante el
uso controlado de microorganismos beneficiosos, elevando asi la calidad, autenticidad y

seguridad de los quesos tradicionales de Olancho.



I. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general:

Identificar y caracterizar las levaduras presentes en quesos artesanales de Olancho
(fresco, semiseco, y quesillo), analizando su diversidad y su influencia en la
calidad del producto.

1.2. Objetivos especificos:

Aislar y cuantificar las levaduras presentes en las muestras de quesos elaborados

en diferentes regiones de Olancho.

Identificar las especies de levaduras mediante el método MALDI-TOF MS.

Analizar la posible relacion entre las especies de levaduras encontradas y

caracteristicas sensoriales o de calidad del queso artesanal.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Contexto lacteo en Honduras y en Olancho

La produccion lechera de Honduras se divide entre un sector industrial pasteurizador y
un amplio sector artesanal. Segun datos del Ministerio de Agricultura, en el pais existen
mas de 472 productores de quesos artesanales, concentrados en regiones ganaderas como

Olancho(Enriquez et al. 2016).

Estas microempresas procesan alrededor del 65% de la leche nacional de forma no
pasteurizada, mientras que solo un 35% de la leche se pasteuriza en plantas formales.
Olancho, en particular, es reconocido por su tradicion quesera y aportd muestras
significativas en estudios previos sobre quesos artesanales hondurenos(Enriquez et al.

2016).

Cada afio se destinan mas de 600 millones de litros de leche a la elaboracion de quesos
artesanales en el pais, reflejando la importancia econdémica y cultural de estos productos
en las comunidades locales. No obstante, pese a su volumen e importancia comercial, se
conoce muy poco sobre el microbiota presente en estos quesos tradicionales. Esta falta de
informacion es especialmente notable en el caso de las (levaduras), cuya caracterizacion
ha sido incipiente. El primer estudio publicado sobre la biota indigena de quesos
hondurefios data apenas de 2016, lo que evidencia la necesidad de profundizar en el

conocimiento microbioldgico de estos productos(Enriquez et al. 2016)



2.2. Relevancia de los quesos artesanales para la economia local:

Los quesos artesanales constituyen una fuente de sustento y empleos rurales en Honduras,
ademas de ser parte de la dieta cotidiana. Muchas familias en Olancho dependen de la
produccion y venta de quesos frescos o madurados de manera tradicional, transmitiendo
saberes de generacion en generacion. El mercado nacional absorbe la mayor parte de esta
produccion, e incluso existe demanda en paises vecinos y comunidades de migrantes,
aunque la exportacion formal estd limitada por requisitos sanitarios no

cumplidos(Arrivillaga, 2013).

2.3. Necesidad de caracterizar la microbiota fungica (levaduras):

Historicamente, la atencion se ha centrado en las bacterias lacticas de los quesos (por su
papel en la fermentacidon y conservacion); sin embargo, las levaduras constituyen una
parte igualmente importante de la ecologia de los quesos artesanales, Las levaduras
nativas pueden influir en la maduracion, el sabor y la calidad sanitaria del queso, ya sea
de forma beneficiosa o perjudicial. En Honduras, la ausencia de cultivos iniciadores
comerciales en la elaboracion artesanal implica que son los microorganismos presentes

en la leche cruda y el ambiente quienes dirigen la fermentacion(Bintsis 2021).

Identificar cudles especies de levaduras estan involucradas en este proceso espontaneo es
crucial para comprender como se desarrollan las caracteristicas del queso olanchano y
como varian entre regiones o tipos de queso. Ademds, existe preocupacién por la
presencia de levaduras oportunistas o dafiinas: algunas especies de Candida, Picehia u
otros géneros presentes en quesos de leche cruda se asocian a infecciones en humanos

inmunocomprometidos o a resistencias a antifingicos(Sanchez Quitian et al. 2024).



2.4. Problematica de la falta de pasteurizacion en la industria lactea hondureiia.

2.4.1. Panorama regulatorio y cumplimiento de normas:

La legislacion sanitaria hondurena, alineada con estandares internacionales, exige la
pasteurizacion de la leche o un madurado prolongado de los quesos para comercializacion
segura. No obstante, en la practica una proporcién mayoritaria de los productores
artesanales no cumple con estas normas. Se estima que alrededor del 66% de los
fabricantes de queso artesanal en Honduras no satisfacen los requerimientos nacionales

de inocuidad alimentaria(Enriquez et al. 2016).

Esto incluye principalmente a pequefos talleres rurales que elaboran queso con leche
cruda sin tratamiento térmico. La ausencia de pasteurizacion se debe tanto a limitaciones
de infraestructura (equipos de calentamiento, refrigeracion) como a la percepcion de que
el calentamiento tradicional del cuajo es suficiente para garantizar la seguridad del
producto. Iniciativas gubernamentales para normar la produccion artesanal han existido
(ej. comités técnicos de normalizacion de lacteos), pero hasta hace poco no se habian
establecido estandares técnicos especificos para quesos artesanales frescos y

quesillo(José et al. 2003).

2.4.2. Riesgos sanitarios asociados al uso de leche cruda:

Conlleva la posible presencia de patdgenos transmitidos por alimentos. Diversos estudios
han documentado brotes de enfermedades vinculados al consumo de quesos frescos
elaborados con leche cruda en Latinoamérica. Por ejemplo, la Listeria monocytogenes —
bacteria causante de listeriosis— se ha aislado con frecuencia en quesos frescos tipo latino
(queso fresco, quesillo, etc.), con prevalencias reportadas de hasta 37% en productos

examinados(Marquez-Gonzalez et al. 2022).

En Honduras, un muestreo de quesos artesanales vendidos en mercados de Tegucigalpa
encontr6 que 2 de 18 muestras estaban contaminadas con E. coli O157:H7 (patdégeno
causante de sindrome urémico) y varias excedian los limites permisibles de coliformes

fecales. Asimismo, organismos como Salmonella enterica, Brucella spp. o
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Mycobacterium bovis (tuberculosis bovina) son riesgos latentes en lacteos no
pasteurizados, habiéndose asociado casos de brucelosis y tuberculosis a quesos frescos
en la region mesoamericana. La poblaciéon mas vulnerable incluye mujeres embarazadas,
niflos, ancianos y personas inmunosuprimidas, para quienes estos productos pueden

representar un peligro grave(Commissioner 2025).

2.4.3. Impacto en la calidad e inocuidad de los quesos artesanales:

La falta de pasteurizacion en quesos artesanales implica riesgos microbiologicos y afecta
la calidad sensorial y la vida util del producto. Aunque la leche cruda aporta sabores
complejos por su microbiota natural, también puede contener microorganismos
indeseables que deterioran el queso. Sin cultivos iniciadores estandarizados y con una
cadena de frio deficiente, se generan lotes inconsistentes y propensos a alteraciones.
Estudios muestran que los quesos con leche pasteurizada y cultivos controlados presentan

mejor estabilidad microbiana y menos defectos(Dolci et al. 2008).

En Honduras, aunque faltan estudios detallados sobre defectos de calidad, los productores
artesanales reconocen empiricamente problemas como hinchazoén de los quesos (por gas),
sabor excesivamente acido o amargo, y mohos o levaduras visibles en la superficie
durante el almacenamiento. Todos estos fendmenos de deterioro estdn ligados al
florecimiento de una microbiota no controlada por falta de tratamiento térmico. Por tanto,
la inocuidad y calidad de los quesos artesanales hondurefios se ven comprometidas en la
medida en que no se implementen practicas como la pasteurizacion, la higiene en la
produccion y el control microbiologico, lo cual refuerza la problematica a

abordar(Geronikou et al. 2020).

2.5. Potenciales riesgos sensoriales y sanitarios vinculados a la proliferacion de
levaduras:

Dentro de los microorganismos que florecen en los quesos no pasteurizados, las levaduras
merecen atencién especial. Si bien muchas levaduras contribuyen positivamente al
desarrollo del queso, su crecimiento excesivo puede provocar defectos sensoriales. Por

ejemplo, poblaciones altas de levaduras en la superficie de ciertos quesos pueden causar



la formacion de gas (CO:), originando ojos o huecos indeseados y hasta hinchazon del
empaque en quesos en salmuera. Este fenomeno de "soplado temprano" se ha atribuido a
especies fermentadoras de lactosa como Kluyveromyces lactis o a levaduras
contaminantes como Dekkera anomala (Brettanomyces), dependiendo de la microflora

local(Bintsis 2021).

2.5.1. Conservacion de la identidad sensorial y cultural del producto:

Los quesos artesanales de Olancho poseen perfiles sensoriales unicos —sabores, aromas y
texturas— que los diferencian de los quesos industriales. Esta tipica identidad sensorial
esta directamente ligada al microbiota autdctono presente en la leche cruda y en el entorno
de produccion. A diferencia de los quesos industriales, donde se emplean cultivos
iniciadores estandarizados (generalmente bacterias puras), en los quesos tradicionales la
flora nativa (bacterias y levaduras silvestres) lleva a cabo la fermentacion y maduracion,

confiriéndoles caracteristicas irrepetibles de acuerdo al terrufio(Bintsis 2021).

En particular, las levaduras pueden producir compuestos aromaticos (alcoholes, ésteres,
cetonas) que aportan matices de sabor dificiles de reproducir con cultivos

comerciales(Bintsis 2021).

conocer la diversidad levaduriforme es sindnimo de salvaguardar el patrimonio
gastronomico, dandole herramientas a los productores para diferenciar y valorizar sus
quesos en mercados exigentes sin sacrificar la identidad cultural del producto(Enriquez

et al. 2016).

2.6. Queso fresco:

Es un queso blanco no madurado, consumido apenas horas o dias después de su
elaboracion. De acuerdo con la definicion Codex/FAO, se trata de un queso listo para el
consumo inmediatamente tras su fabricacion. Se elabora coagulando leche (cruda en el

ambito artesanal) con cuajo, desuerando la cuajada y salando ligeramente. Tiene textura



blanda a semi-firme, es himedo, fAcilmente desmenuzable y de sabor suave, ligeramente
acido y salado.(RTCA 2017)

2.7. Queso semiseco:

También conocido como queso semi-curado o semi duro, es una especialidad de Olancho
que resulta de un queso fresco sometido a un periodo breve de maduraciéon o
deshidratacion. Tras la coagulacion y moldeo, los bloques de queso se dejan orear y perder
suero por varios dias, incluso semanas, segun la costumbre, lo que reduce su contenido
de agua a un rango intermedio (44-55% de humedad, tipico de quesos semi-

maduros)(Manriquez et al. 2021).

2.8. Quesillo:

El quesillo es de color blanco, muy hiumedo (similar a una mozzarella fresca), con sabor
lactico suave y sal moderada. Es un queso de pasta hilada, fresco y elastico. Es tipico de
Honduras (y otros paises centroamericanos) y se elabora calentando la cuajada en agua
caliente para amasarla y estirarla hasta formar una masa fibrosa que luego se enrolla en

forma de bola o trenza (Pineda y Antonio 1998).

2.9. Variables tecnolégicas que pueden influir en la flora levaduriforme:

2.9.1. Contenido de sal y método de salado:

La sal es un agente selectivo importante. En quesos salados en salmuera o con alto
contenido de NaCl (como el queso seco, e incluso el semiseco en su costra), solo
levaduras halotolerantes podran sobrevivir, destacando Debaryomyces hansenii y ciertas
Candida halofilas Estudios han demostrado que las condiciones de la salmuera
(concentracion de sal, temperatura) influyen en qué levaduras predominen Por ejemplo,
a temperaturas bajas de maduracion, las levaduras haléfilas crecen mejor incluso con sal
alta, mientras que a temperaturas mas altas se favorece el crecimiento cuando la sal es
menor Asi, un queso semiseco almacenado en bodega fresca podria desarrollar mas

levaduras halofilas que uno conservado en ambiente calido(Bintsis 2021).



2.9.2. pHYy acidez de la cuajada:

El nivel de acidez (pH) post-coagulacion puede variar segun la dosis de cultivo acido-
lactico (si se afiade suero fermentado o se deja acidificar naturalmente). Las levaduras, en
general, toleran ambientes acidos mejor que muchos otros microorganismos: crecen bien
en quesos jovenes de pH ~4.5-5 donde las bacterias no lacticas ya no prosperan(Bintsis

2021).

2.10. Levaduras en productos lacteos desde una perspectiva tecnolégica

Las levaduras representan un componente importante dentro de los ecosistemas
microbianos de los productos lacteos, especialmente en aquellos elaborados sin
pasteurizacion o bajo condiciones artesanales. Desde la Ingenieria de Alimentos, estas
levaduras se clasifican como: (a) levaduras utiles o tecnoldgicas, que contribuyen al
desarrollo de aroma, textura y maduraciéon; (b) levaduras alterantes, asociadas a
gasificacion, sabores defectuosos y reduccion de vida util; y (¢) levaduras oportunistas,
cuyo hallazgo implica riesgo para la inocuidad del producto. Su capacidad de crecer en
pH 4cido, tolerar sal (NaCl), resistir refrigeracion y metabolizar lactosa o lipidos les
permite colonizar facilmente los quesos artesanales, siendo indispensable su

identificacion para control microbiologico y disefio de procesos seguros (Bintsis, 2021).

2.11. Levaduras

2.11.1. Candida albicans:

Candida albicans es la principal levadura oportunista en humanos y posee factores de
virulencia como formacion de hifas, biofilm y secrecién de enzimas proteoliticas. Estos
atributos también favorecen su supervivencia en productos lacteos ricos en nutrientes. Su
deteccion en quesos se asocia habitualmente a fallas higiénicas en la obtencion o
manipulacion de la leche, més que a un papel tecnologico deseable. Aunque no suele
dominar la microbiota, representa un riesgo potencial para consumidores

inmunocomprometidos (Henriques & Silva, 2021; Bintsis, 2021).



2.11.2. Candida Famata:

Candida famata, también conocida como Debaryomyces hansenii, es una levadura
halotolerante comtn en quesos madurados. Participa en la generacion de aromas mediante
lipdlisis y metabolismo de aminoacidos, siendo considerada una levadura
tecnoldgicamente 1util. No obstante, se han reportado casos clinicos donde actua como
patogeno oportunista, lo cual exige monitorear sus niveles en productos lacteos de

consumo directo (Bintsis, 2021).

2.11.3. Candida Kefyr:

Candida kefyr se encuentra en leche y quesos, especialmente en productos fermentados
de manera espontanea. Estudios recientes muestran que presenta patrones de resistencia
antifingica similares entre cepas clinicas y alimentarias, lo que la convierte en un
patéogeno emergente. Su crecimiento puede modificar perfiles sensoriales y causar

fermentaciones indeseadas si no se mantiene bajo control (Zareshahrabadi et al., 2024).

2.11.4. Candida Kkrusei

Candida krusei (teleomorfa Pichia kudriavzevii) es resistente al fluconazol y tolerante al
pH acido, condiciones que favorecen su supervivencia en quesos frescos. Se considera
principalmente un contaminante capaz de generar sabores amargos y defectos
fermentativos. Ademas, esta asociada a mastitis bovina y candidemias humanas, por lo
que su deteccion en alimentos representa un riesgo de salud publica (Du et al., 2018;

Bintsis, 2021).

2.11.5. Candida metapsilosis
Candida metapsilosis pertenece al complejo C. parapsilosis y se caracteriza por formar

biofilm y persistir en superficies de procesado. Aunque es menos virulenta que C.

parapsilosis, su capacidad de colonizar equipos y ambientes lacteos favorece la
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recontaminacion del queso artesanal, especialmente cuando no existen protocolos

higiénicos estrictos (Németh et al., 2013; Bintsis, 2021).

2.11.6. Candida pararugosa

Candida pararugosa se detecta en alimentos fermentados y ambientes lacteos como
contaminante ambiental. Posee tolerancia al pH acido y a bajas actividades de agua, lo
que le permite sobrevivir en quesos frescos y madurados. Aunque su patogenicidad es
baja, se han documentado infecciones oportunistas en humanos, lo cual exige precaucion

en productos destinados a poblaciones vulnerables (Buch & Seiler, 2011).

2.11.7. Candida parapsilosis

Candida parapsilosis es un patégeno relevante tanto en humanos como en animales. Se
ha aislado de casos de mastitis bovina, demostrando su capacidad para entrar en la cadena
lactea a través de la leche cruda. En quesos, puede actuar como levadura alterante y
sobrevivir a condiciones de salinidad y acidez, requiriendo vigilancia en procesos

artesanales (Du et al., 2018; Bintsis, 2021).

2.11.8. Candida tropicalis

Candida tropicalis destaca por su virulencia, capacidad de formar biofilm y creciente
resistencia antifingica. En alimentos se considera un contaminante que puede generar
defectos sensoriales y fermentaciones no deseadas. Su hallazgo en quesos frescos es un
indicador de contaminacién humana o ambiental, y su control forma parte de las buenas

practicas de manufactura (Biichl & Seiler, 2011; Bintsis, 2021).

2.11.9. Candida zeylanoides

Candida zeylanoides es psicotrofa y lipolitica, con capacidad para crecer en leche
refrigerada y quesos de leche cruda. Puede aportar aromas caracteristicos mediante
lip6lisis moderada, pero también causar rancidez y defectos si prolifera en exceso. Es
frecuente en quesos artesanales de montafia o zonas frias (Panelli et al., 2013; Bintsis,
2021).

11



2.11.10. Cyberlindnera fabianii

Cyberlindnera fabianii aparece en fermentaciones y alimentos azucarados, pero también
se reconoce como un patégeno oportunista capaz de causar fungemias. Su deteccion en
quesos implica contaminacién por levaduras fermentativas no convencionales, que deben
ser cuidadosamente monitoreadas en productos de consumo inmediato (Arastehfar et al.,

2017).

2.11.11. Pichia norvegensis

Pichia norvegensis es una levadura alterante que puede causar hinchamiento, produccion
de gas y sabores desagradables en quesos. Su tolerancia al 4cido y la sal le permite
competir con bacterias acido lacticas, afectando la fermentacion natural de los quesos

artesanales (Biichl & Seiler, 2011).

2.11.12. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es la levadura mas utilizada en biotecnologia. En quesos puede
actuar como cultivo auxiliar, aportando complejidad aromaética e interactuando con
mohos maduradores. También se investiga como probidtico en productos lacteos debido

a su capacidad de producir metabolitos funcionales (Parapouli et al., 2020; Hansen, 2001).

2.11.13. Trichosporon asahii

Trichosporon asahii es la especie mas importante del género debido a su potencial para
causar infecciones invasivas. En alimentos su presencia indica contaminacién ambiental,
ya que esta levadura puede sobrevivir en superficies himedas y formar biofilm si las

condiciones de limpieza no son adecuadas (Kourti & Roilides, 2022).
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2.11.14. Trichosporon faecale

Trichosporon faecale es una especie rara pero asociada a infecciones graves en pacientes
inmunodeprimidos. Su deteccion en quesos artesanales no implica peligro inmediato para
consumidores sanos, pero si indica deficiencias higiénicas en la etapa de

postprocesamiento (Fallahi et al., 2012; Pérard et al., 2015).

2.11.15. Trichosporon japonicum

Trichosporon japonicum fue descrita inicialmente en muestras ambientales y
posteriormente en fungemias humanas. En alimentos se interpreta como contaminacioén
accidental, por lo que su hallazgo en quesos exige evaluar ventilacion, manipulacion y

limpieza de cdmaras de maduracion (Sugita et al., 1998; Albitar-Nehme et al., 2022).

2.11.16. Trichosporon loubieri
Trichosporon loubieri causa infecciones invasivas en pacientes con neoplasias

hematologicas. Aunque rara en alimentos, su deteccion demuestra la entrada de levaduras
oportunistas desde el ambiente hacia la cadena productiva, indicando la necesidad de

reforzar la bioseguridad (Gabriel et al., 2011; Bhaskaran et al., 2016).

2.12. Factores que determinan la sucesion y dominancia de levaduras:

2.12.1. pH (acidez):

Como se menciond, las levaduras toleran medios 4cidos donde otras bacterias ya no
crecen bien. Un queso recién coagulado puede tener pH ~6.5; tras unas horas de
fermentacion lactica baja a ~5.0. En ese entorno acido inicial (pH 4.5-5.5), las levaduras

tienen ventaja competitiva sobre bacterias no acidtiricas(Mansour et al. 2008).

Este aumento de pH, a su vez, habilita la actividad de microorganismos proteoliticos
(bacterias de maduracion, mohos) que liberan aminoécidos; luego las levaduras

metabolizan aminoacidos liberando amoniaco, elevando mas el pH(Mansour et al. 2008).
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2.12.2. Concentracion de sal (NaCl):

La sal anadida al queso (en la cuajada o en salmuera) es un factor selectivo fuerte. Muchas
levaduras lacteas toleran niveles moderados de sal, pero pocas toleran sal elevada.
Debaryomyces hansenii es renombrada por crecer hasta en 15% NaCl, siendo comun en
quesos muy salados como Feta o queso en salmuera concentrada. Otras como
Kluyveromyces aguantan sal baja (<5%) pero disminuyen en medios mds salinos.
Entonces, tras el salado, es normal ver un cambio: en quesos frescos sin mucho NaCl
pueden dominar Kluyveromyces/Candida, mientras que tras unos dias en salmuera sube
la proporcion de Debaryomyces. Adicionalmente, la salmuera en si es un habitat

microbioldgico(Frohlich-Wyder et al. 2019).

2.12.3. Temperatura:

Influye tanto durante la produccion (e.g., calentamiento del cuajo en quesillo) como en el
almacenamiento. Muchas levaduras de queso son mesofilas, creciendo rapido a ~20—
25°C, pero otras son psicrotrofas y se multiplican a 4-10°C. En quesos mantenidos sin
refrigeracion, la flora levaduriforme se desarrollard més con rapidez, pero posiblemente
por menos tiempo (consumen sustratos velozmente y compiten entre si). En refrigeracion,
el crecimiento es lento pero continuo, permitiendo que a las semanas se alcancen
recuentos significativos incluso a 4°C (de ahi que quesos frescos guardados largos
periodos en frio puedan estropearse por levaduras). Candida sake y Rhodotorula
mucilaginosa son ejemplos de levaduras reportadas en quesos refrigerados(Frohlich-

Wyder et al. 2019).

2.13. Aislamiento en medios selectivos y enumeracion (log CFU g™):

El primer paso para estudiar las levaduras en quesos es su aislamiento mediante técnicas
de cultivo microbioldgico. Comunmente se emplean medios selectivos para hongos y
levaduras que contienen antibidticos para inhibir bacterias (por ejemplo, Agar Papa
Dextrosa —PDA— con cloranfenicol, o Agar Sabouraud con antibidtico). Muestras de
queso se homogenizan y realizan diluciones seriadas, que luego se siembran en placas de

estos medios, incubandose a temperatura ambiente o 25°C por varios dias. Tras la
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incubacion, se cuentan las colonias de levaduras emergentes y se expresan los resultados
en log UFC por gramo de queso. En estudios previos de quesos artesanales hondurefios,
se encontraron recuentos de levaduras entre 1073.5 y 10"8.0 CFU/g, con una media

alrededor de 10"5.1 CFU/g(Enriquez et al. 2016).

Una vez aisladas, las colonias de levaduras se repican (subcultivan) para obtener cultivos
puros. En la préctica, se seleccionan colonias con diferentes morfologias (color, forma,
tamano) para asegurar aislar la diversidad presente. Estas colonias puras serviran para la

identificacion por métodos clasicos o moleculares posteriores(Enriquez et al. 2016).

2.14. MALDI-TOF MS

La espectrometria de masas MALDI-TOF MS es una técnica rdpida y precisa para
identificar levaduras a nivel de especie. Funciona generando perfiles proteicos tnicos
comparables con bases de datos especificas. Se ha vuelto esencial en microbiologia
clinica por su velocidad y exactitud superior a métodos convencionales. Es util para
diferenciar especies estrechamente relacionadas, como las del complejo Candida
parapsilosis. Su uso rutinario ha reducido significativamente los tiempos de diagnostico.
La calidad de sus resultados depende de bases de datos bien actualizadas. Es eficiente,
rentable y mejora la atencion al paciente. Su continua mejora asegura su vigencia en

laboratorios clinicos modernos(Chen et al. 2016).

2.14.1. Disefo experimental

Las investigaciones sobre levaduras en quesos artesanales suelen enmarcarse dentro de
un disefio experimental de tipo descriptivo y transversal, dado que su objetivo principal
es caracterizar la presencia, diversidad y carga microbiana sin manipular variables
independientes. Este tipo de enfoque permite recolectar muestras representativas de
quesos de diferentes tipos o regiones y realizar analisis microbioldgicos detallados para
cuantificar e identificar las levaduras presentes. La literatura cientifica sefiala que los
quesos artesanales presentan una amplia diversidad de especies levaduriformes asociadas

a los procesos de fermentacion y a las condiciones artesanales de elaboracion, lo que
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reafirma la pertinencia de emplear disefios descriptivos para su caracterizacion

microbioldgica (Camara et al., 2024).

De acuerdo con la evidencia reciente, el estudio de la microbiota fungica en productos
lacteos artesanales requiere enfoques observacionales que permitan describir la
diversidad natural de los microorganismos presentes. Por ejemplo, un estudio realizado
por Huerta-Jiménez et al. (2022) empled un disefio observacional para evaluar la
diversidad de levaduras en quesos tipo quesillo mediante cultivo en medio YEPG, seguido
de identificacion por espectrometria MALDI-TOF MS, revelando una alta prevalencia de
especies como Kluyveromyces marxianus y Candida spp., asociadas tanto a procesos

fermentativos como a deterioro del producto (Huerta-Jiménez et al., 2022).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcion del area de investigacion

La investigacion, se realizo en la Universidad Federal de Lavras, ubicada en la ciudad de

Lavras, Minas Gerais, Brasil, especificamente en el Departamento de Ciencias de los

alimentos en el laboratorio de micologia y micotoxicologia de alimentos estos

laboratorios cuentan con infraestructura y equipamiento adecuados para el aislamiento,

cultivo e identificacion de microorganismos.

3.2. Materiales y equipo

Tabla 1: Materiales y equipos

Materiales

Equipos

Bolsas estériles

Balanza analitica

Caja térmica Termoémetro
Cuchillo de acero inoxidable Matraz de 250 mL
Bolsas Stomacher Beaker de 500 mL
Palillos de madera estériles Autoclave

Pipetas de ImL y de 0.1ml Incubadora

Tubos de ensayo de 10 mL

Horno de secado

Placas Petri autoclavables

Mechero Bunsen

Botes de vidrio de 500 mL

Capela o cabina de flujo laminar

Tubos Eppendorf

Ultrafreezer

Guantes de latex y mascarilla

Microscopio optico

Probetas de 100 mL y 1000 mL
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3.3. Muestreo

La recoleccion de muestras se realizd en el departamento de Olancho, Honduras, una
region reconocida por su importancia en la produccion de quesos artesanales. Las
muestras se obtuvieron en tres zonas representativas: Catacamas, Culmi y Jutiquiles,
seleccionadas por su relevancia en la elaboracion de productos lacteos tradicionales y por

conservar métodos de procesamiento artesanal caracteristicos de la region.

En cada zona se recolectaron muestras de tres tipos de queso artesanal de consumo
comun. Las muestras fueron tomadas directamente de los lotes de produccidn, siguiendo
practicas de higiene adecuadas para evitar contaminacion cruzada. Posteriormente, se
colocaron en recipientes estériles, se etiquetaron debidamente y se transportaron en
condiciones de refrigeracion (4 =+ 2 °C) hasta el laboratorio correspondiente, donde fueron
analizadas para la identificacion y caracterizacion de la microbiota de levaduras presente
en los productos evaluados. Se obtuvieron nueve muestras en total, una por tipo de queso

en cada planta de procesamiento.

Tabla 2: Clasificacion de las muestras recolectadas segin region y variedad de queso

Region lllilensi:g (Lbs) de Codificacion de las muestras Tipo de muestra
1 C1 Queso fresco
Catacamas 1 C2 Queso semi seco
1 C3 Quesillo
1 Al Queso fresco
Culmi 1 Al Queso semi seco
1 Al Quesillo
1 Bl Queso fresco
Jutiquiles 1 B2 Queso semi seco
1 B3 Quesillo
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Cada tipo de queso fue considerado como una unidad experimental individual. En cada
una de las tres plantas procesadoras seleccionadas se adquirié una libra de cada tipo de
queso, para un total de nueve libras de muestra utilizadas en el estudio (3 tipos de queso

x 3 plantas x 1 Ib).

Esta cantidad result6 suficiente para la realizacion de los andlisis requeridos, incluyendo
las repeticiones y siembras selectivas necesarias para la evaluacion de la microbiota de

levaduras presente en los diferentes tipos de queso artesanal.

Métodos

3.4. Procedimiento experimental para levaduras:

3.4.1. Preparacion y homogeneizacion de las muestras.

En el laboratorio, se procedié a la homogeneizacion de 10 gramos de cada muestra de
queso con 90 mL de solucion salina fisiologica estéril al 0.85 %, obteniéndose una
dilucion inicial 107", A partir de esta, se realizaron diluciones seriadas decimales hasta
107¢, con el fin de asegurar la obtencion de cultivos contables. Las alicuotas de las
diluciones fueron sembradas por vertido o estriado en placa en medios selectivos para
levaduras, tales como Yeast Extract Peptone Glucose Agar (YEPG) acidificado (pH 3.5)
o Agar Sabouraud con cloranfenicol, de acuerdo con protocolos estandarizados para
hongos en productos lacteos(Tang et al. 2022) . La incubacion se realizo a 28 °C durante

48—72 horas en estufa BOD.

3.4.2. Aislamiento de levaduras.

Las colonias con morfologia tipica de levaduras (cremosas, opacas, lisas o rugosas)
fueron seleccionadas y purificadas por resiembra en medio YEPG. El nimero de colonias
seleccionadas se determin6 aplicando la técnica de la raiz cuadrada del numero total de

unidades formadoras de colonias (UFC) obtenidas por muestra, tal como ha sido
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reportado en estudios de diversidad fingica en quesos artesanales (Saremnezhad et al.
2021)

3.4.3. Identificacion de levaduras mediante MALDI-TOF MS.

Las colonias puras fueron sometidas a identificacion taxondmica mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization — Time of Flight),
técnica que permite la discriminacion de levaduras hasta nivel de especie en pocos
minutos. La preparacion consistié en el tratamiento de la biomasa con acido formico al
70% vy acetonitrilo, seguido se aplicdé en placa con matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicindmico (CHCA), como lo describe (Afzal et al. 2015). El analisis se realizé en
un espectrometro calibrado con cepas estandar (como Escherichia coli K12), y los
espectros obtenidos se compararon con las bases de datos del software MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics). Esta metodologia ha sido validada en microbiologia alimentaria como
una herramienta confiable, rapida y de alta resolucion para la identificacion de levaduras

en quesos.(Huerta-Jimenez et al. 2022)

3.4.4. Caracterizacion funcional preliminar de levaduras.

Ademas de la identificacion taxondmica, se llevo a cabo la caracterizacion fenotipica de
las cepas de levaduras mediante pruebas funcionales y bioquimicas. Se determino el
potencial tecnoldgico de las cepas, especialmente su capacidad de crecer en condiciones
lacteas y su posible produccion de compuestos volatiles que influyen en el perfil sensorial
del queso.(Afzal et al. 2015) sefialaron que especies como Kluyveromyces marxianus y
Candida parapsilosis han mostrado actividad lipolitica y proteolitica, contribuyendo al
desarrollo de sabor en quesos artesanales. Esta caracterizacion permitié discriminar entre
levaduras tecnologicamente tUtiles y aquellas que pueden representar riesgo por deterioro

o alteracion.
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3.5. Analisis de datos

Los datos microbiologicos obtenidos fueron procesados mediante estadistica descriptiva
utilizando frecuencias relativas, medias y desviaciones estandar para los recuentos de
UFC/g por tipo de queso. Se evalud la frecuencia de aparicion de cada género y especie
de levadura entre los tipos de queso y regiones de procedencia. La informacion estadistica
fue presentada mediante tablas y graficos elaborados en Excel y procesadores estadisticos
basicos, este enfoque permite identificar patrones ecoldgicos y tecnologicos relevantes
para mejorar la calidad microbioldgica de productos lacteos artesanales (Huerta-Jimenez

et al. 2022).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Recuento de levaduras en las muestras

Tabla 3: Poblacion de levaduras de las muestras de queso (log(x+1) UFC-g™)

(log(x+1) UFC-g™)

Muestra

Medio YEPG Medio DRBC
Cl 0.78 + 0.14B? 0.40 + 0.10C?
C2 0.60 + 0.12C? 0.32 + 0.08C?
C3 0.05 + 0.04CP 0.00 + 0.00C"
Al 0.90 +0.15B2 0.55+0.12B®
A2 0.70 + 0.13B? 0.30 + 0.09C?
A3 0.00 + 0.00CP 0.00 + 0.00C"
Bl 1.38 £ 0.18A? 0.88 + 0.14AP
B2 1.52 £ 0.20A2 1.02 + 0.15AP
B3 1.25+0.16A? 0.84 + 0.13AP

Los valores promedio en la misma columna con diferentes letras mayusculas y minusculas
en superindice difieren estadisticamente (p < 0.05) con respecto a las muestras y a los

medios de cultivo, respectivamente.

Los datos originales de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) fueron
transformados aplicando la funcion log (x + 1) con el objetivo de normalizar la
distribucion de los datos y cumplir y la homogeneidad de varianza requeridos para el

analisis de varianza.

4.2. Levaduras identificadas

22



Tabla 4: Perfil de levaduras identificadas en muestras de quesos por region de muestreo

LEVADURAS

Al A2 A3 Bl B2 B3 ClI C2 (3

3 - - - - - - -
1 - 22 22 8

Candida albicans
Candida famata
Candida kefyr - - -
Candida krusei 18 - -
Candida metapsilosis - - - -
Candida paragurosa
Candida parapsilosis 10 - -
Candida tropicalis 3 - -
Candida zeylanoides
Cyberlindnera fabianii
Pichia norvegenensis
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Saccharomyces cerevisiae

p—

Trichosporon asahii - - - - - -

—_
1

Trichosporon faecale - 2 - - - - -
Trichosporon japonicum - - - 3 - - - - -
Trichosporon loubieri - - - - - - - 1 -

Total, de aislamiento 30 24 - 33 40 30 22 33 -

En general, las muestras evaluadas mostraron una alta variabilidad en la presencia y
distribucion de levaduras entre localidades y tipos de quesos, reflejando diferencias
microbioldgicas propias de cada zona de produccion. Las especies mas frecuentes fueron
Candida famata, Candida krusei y Candida parapsilosis, las cuales concentraron la
mayor parte de los aislamientos totales, particularmente en las muestras provenientes de
la region (B1, B2 y B3), que registraron los recuentos mas elevados con 33, 40 y 30

aislamientos, respectivamente.

En contraste, algunas muestras como A3(queso semiseco) y C3(queso semiseco) no
presentaron crecimiento detectable para ninguna de las especies evaluadas, indicando
condiciones de elaboracion o conservacion mas controladas o menos favorables para el
desarrollo de levaduras. Asimismo, especies como Candida metapsilosis, Candida
zeylanoides y Trichosporon spp. aparecieron de manera esporadica, lo que sugiere una
distribucion menos comun o asociada a factores puntuales de contaminacion o

variabilidad ambiental.
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De manera general los resultados muestran que (B1, B2, B3) fue la regiéon con mayor
diversidad y abundancia de levaduras, mientras que las regiones (A1, A2, A3) y (Cl1, C2,
C3) presentaron cargas mas bajas y distribuciones mas especificas. Estos patrones reflejan
diferencias en las practicas de elaboracion, higiene, y condiciones de almacenamiento
propias de cada region, siendo factores determinantes en la presencia y proliferacion de

levaduras en productos lacteos artesanales.

4.2.1. Queso fresco de la region de A1

Queso fresco, Al

saccharomyces cerevisiae
pichia norvegenensis
candida tropicalis
candida pararugosa
candida parapsilosis
candida kruseii

Candida famata

0 10 20 30 40
Porcentaje de levaduras isoladas

Figura 1: Distribucion porcentual de las levaduras identificadas en queso fresco artesanal
elaborado en la region A1, Olancho.

En el queso fresco elaborado en A1 se observo que la levadura predominante fue Candida
parapsilosis (33,33 %), seguida de C. krusei (20 %), mientras que C. famata y C.
pararugosa mostraron porcentajes intermedios. Ademas, se detectaron otras especies en
menor proporcion, como C. tropicalis, Pichia norvegensis y Saccharomyces cerevisiae.
En conjunto, este perfil revel6 una microbiota dominada por levaduras oportunistas,
aunque con presencia moderada de especies favorables para la calidad del queso. Estos
resultados indican que la microbiota estuvo fuertemente influenciada por la leche cruda y

por las condiciones ambientales presentes durante la produccion (Dishan et al., 2025).
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A pesar de que varias de las especies detectadas se asocian mas a deterioro que a beneficio
tecnologico, la presencia de C. famata resulta especialmente relevante, ya que esta
levadura ha sido ampliamente documentada por su capacidad para mejorar el aroma,
modular el contenido de sal y participar en la maduracion superficial de quesos (Biichl &
Seiler, 2011). Aunque S. cerevisiae se encontrd en cantidades bajas, su participacion es
positiva debido a su capacidad de producir ésteres y alcoholes superiores que contribuyen

a perfiles aromaticos interesantes (Parapouli et al., 2020).

Al comparar estos resultados con los reportados en la literatura, se evidencio una fuerte
similitud con estudios de quesos tradicionales en los que prevalecen C. parapsilosis, C.
tropicalis y C. krusei como parte habitual de la microbiota en productos elaborados con

leche cruda (Dishan, 2025; Fadihl et al., 2016).

4.2.2. Queso fresco de la region de B1

Queso Fresco, Bl

trichosporon japonicum _
saccharomyces cerevisiae
Cyberlindnera fabianii
candida tropicalis
candida parapsilosis

candida famata

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
Porcentaje de levaduras isoladas

Figura 2: Distribucion porcentual de las levaduras identificadas en queso fresco artesanal
elaborado en la region B1, Olancho.

En el queso fresco producido en la region B1, el comportamiento de la microbiota resulto
bastante distinto. Candida famata representd mas del 60 % de los aislamientos, mientras
que C. tropicalis, C. parapsilosis, S. cerevisiae, Cyberlindnera fabianii y Trichosporon
Jjaponicum se encontraron en proporciones menores. El patron observado indicéd una

microbiota més estable y menos afectada por levaduras oportunistas, lo cual podria
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atribuirse a una leche con menor carga microbiana inicial o a condiciones ambientales

mas controladas durante la elaboracion.

Desde un enfoque tecnoldgico, este queso presentd resultados sumamente valiosos, ya
que C. famata/D. hansenii es una de las levaduras mas relevantes en la industria quesera.
Se ha demostrado que esta especie contribuye de manera significativa al desarrollo del
aroma, la degradacion de lactato y la estabilidad en quesos salados y de maduracion
superficial (Breuer & Harms, 2006; Ramos-Moreno et al., 2021). Ademas, la presencia
de S. cerevisiae y Cy. fabianii, aunque en niveles bajos, constituye un aporte adicional al

perfil aromatico, ya que estas levaduras producen compuestos volatiles beneficiosos.

Al comparar estos resultados con estudios similares, se observo que la dominancia de D.
hansenii coincide con investigaciones en quesos artesanales europeos y latinoamericanos,
donde esta levadura se identifica como especie clave en entornos de alta humedad y
salinidad variable (Panelli et al., 2013; Commenges et al., 2024). Asimismo, la presencia
minoritaria de C. tropicalis y C. parapsilosis se asemeja a lo reportado en quesos blancos

de Turquia (Ozmen Togay et al., 2020).

En cuanto a la correlacion con el resto de los quesos, La region Bl se posiciond con el
perfil mas favorable desde la ingenieria de alimentos. A diferencia de la region Al y C1,
donde predominan levaduras oportunistas, Bl destac6 por albergar levaduras
tecnologicamente utiles, lo que podria orientarse a futuras aplicaciones como seleccion

de cultivos iniciadores propios de la region.

4.2.3. Queso fresco de la region de C1.
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Queso fresco, C1

Trichosporon asahii —
pichia norvegenensis
cyberlindnera fabianii
candida tropicalis

candida parapsilosis
Candida paragurosa
candida krusei
candida kefyr |—
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

Porcentaje de levaduras isoladas

Figura 3: Distribucion porcentual de las levaduras identificadas en queso fresco artesanal
elaborado en la region C1, Olancho.

En el queso fresco proveniente de la region C1 se observo un perfil mas diverso y
equilibrado. C. krusei fue la especie dominante (40,9 %), seguida de C. tropicalis (18,2
%), Pichia norvegensis (13,6 %)y C. kefyr (9,1 %), mientras que el resto de levaduras
aparecio en porcentajes minimos. Este comportamiento reflej6 una mezcla de especies
oportunistas y levaduras con potencial funcional, lo que sugiere una fermentacion
influenciada tanto por la leche cruda como por factores ambientales (Baraggio et al.,

2017).

Es importante destacar que C. kefyr y P. norvegensis poseen funciones tecnologicas
interesantes. C. kefyr es conocida por su capacidad fermentativa en productos lacteos y
su actividad B-galactosidasa, lo que puede contribuir a notas sensoriales lacticas y frutales
(Ianieva, 2013). Por su parte, P. norvegensis ha sido documentada como levadura
bioprotectora capaz de reducir Listeria monocytogenes en quesos madurados (Goerges et

al., 2011), representando una posible herramienta para mejorar la inocuidad alimentaria.

Cuando se compar6 este queso con estudios. Se encontrd6 que su perfil microbiano
coincide con reportes de quesos blancos y semi—duros en Turquia y Europa, donde C.
krusei, C. tropicalis, C. kefyr y Pichia spp. forman parte habitual de la micobiota lactea
(Gelen, 2021; de Melo Pereira et al., 2022). Esto confirma que el queso fresco de C1 se

alinea con los estandares de productos artesanales con fermentacion espontanea.
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Finalmente, al correlacionar el queso C1 con las otras regiones, se observd que comparte
con el queso Al una fuerte presencia de levaduras oportunistas, aunque su diversidad
microbiana es mayor y refleja potencial funcional en comparacioén con esta Gltima. Sin
embargo, difiere claramente de B1, donde la microbiota muestra una tendencia mas

tecnologica.

4.2.4. Quesillo de la region de A2

Quesillo, A2

Trichosporon faecale
candida krusei
candida famata

candida albicans

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Porcentaje de levaduras isoladas

Figura 4: Distribucion porcentual de las levaduras identificadas en quesillo artesanal
elaborado en la region A2. Olancho.

En el quesillo elaborado en A2, la microbiota estuvo dominada casi exclusivamente por
especies oportunistas. C. krusei alcanzo aproximadamente el 75 %, seguida de C. albicans
y Trichosporon faecale, mientras que C. famata se detecté en muy baja cantidad. Este
patron indico condiciones higiénicas deficientes o contaminacion directa desde la leche

cruda.

Desde el enfoque tecnoldgico, los aportes positivos fueron limitados. Aunque C. famata
estuvo presente, su proporcion fue insuficiente para contribuir significativamente al

aroma o la funcionalidad. En cambio, el predominio de C. krusei y C. albicans se asocia
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a deterioro, gasificacion y riesgo sanitario, mas que a beneficios tecnologicos (de Melo

Pereira et al., 2022).

Estos resultados coincidieron con investigaciones en quesos artesanales elaborados sin
pasteurizacion, donde C. krusei suele dominar en productos con baja higiene (Dishan,
2025). A su vez, la presencia de Trichosporon como contaminante ambiental también esta

documentada en quesos blandos y frescos (Commenges et al., 2024).

Al correlacionar A2 con las demas regiones, esta zona mostré el perfil menos favorable.
A diferencia de la region B2, donde predominaron levaduras tecnologicas, la region A2
presentd la mayor carga de especies oportunistas, lo que evidencia la necesidad de

mejorar practicas sanitarias.

4.2.5. Quesillo de la region de B2

Quesillo, B2

Cyberlindnera fabianii
candida zeylanoides |
candida tropicalis
candida parapsilosis
candida metapsilosis .
candlda krusei
candida kefyr |mm

candida famata

0 10 20 30 40 50 60
Porcentaje de levaduras isoladas

Figura 5: Distribucion porcentual de las levaduras identificadas en quesillo artesanal
elaborado en la region B2, Olancho.

El quesillo de la region B2, Mantuvo la tendencia observada en los productos frescos de
esta region. C. famata fue la especie dominante (55 %), seguida por C. krusei (22,5 %),

mientras que el resto de levaduras se encontraron proporciones bajas. La humedad alta y
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la estructura fibrosa del quesillo favorecieron una microbiota estable dominada por

levaduras tecnoldgicas.

Desde el punto de vista funcional, este quesillo mostrod el perfil més favorable de todo el
estudio. C. famata/D. hansenii es una levadura esencial para el desarrollo de sabores
complejos, especialmente en quesos de pasta hilada, y contribuye tanto a la modulacion
del sabor como a la estabilidad del producto (Ramos-Moreno et al., 2021). Ademas, la
presencia de C. kefyr y C. zeylanoides, aunque minoritaria, coincide con su rol

aromatizante documentado en quesos artesanales (Gelen, 2021).

Comparando con la literatura, los resultados coincidieron plenamente con estudios en
quesos artesanales y en salmuera, donde D. hansenii aparece como levadura dominante y
se acompatfia de especies de Candida en proporciones menores (Panelli et al., 2013; Corbo
et al., 2001). Esto demuestra que el quesillo de la regién B2 exhibe una microbiota tipica

de productos tradicionales con fermentacion controlada de manera natural.

Al correlacionar este quesillo con todas las regiones, B2 se consoliddé como la region con
mejor equilibrio entre inocuidad y funcionalidad. Tanto en frescos como en quesillo,
predomin6 C. famata, lo cual contrasta con A2 y C2, donde prevalecen levaduras

oportunistas.

4.2.6. Quesillo de la region de C2
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Quesillo, C2
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Figura 6: Distribucion porcentual de las levaduras identificadas en quesillo artesanal
elaborado en la region C2, Olancho

El quesillo proveniente de la region C2 presentd un perfil muy concentrado: C.
parapsilosis fue la especie predominante (53,1 %), seguida por C. krusei (43,8 %),
mientras que Trichosporon faecale y T. loubieri aparecieron en proporciones minimas.

La microbiota estuvo compuesta principalmente por levaduras de riesgo clinico.

Si bien algunas especies de Candida pueden contribuir de forma limitada a procesos
fermentativos, en este caso el predominio de C. parapsilosis y C. krusei se asocia mas a
mastitis y contaminacion ambiental que a aportes tecnologicos (Du et al., 2018). Por lo
tanto, este quesillo se interpret6 como un producto donde predominan levaduras

indicadoras de riesgo clinico.

Comparado con otros trabajos cientificos, el perfil se asemejé a estudios en quesos
elaborados con leche de vacas con mastitis micotica, donde C. parapsilosis 'y C. krusei
fueron las especies mas frecuentes (Du et al., 2018; Fadihl et al., 2016). Asimismo,
estudios en quesos en salmuera confirman que estas levaduras son tipicas en sistemas con

pobre higiene (Ermenlieva et al., 2025).

Finalmente, al correlacionar la region de C2 con todas las regiones, se posicioné como

un punto intermedio: mas favorable que A2, pero con menos funcionalidad que B2. Esto
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demuestra como las condiciones artesanales especificas influyeron directamente en la

microbiota final de cada producto.

4.2.7. Queso semi-seco de la region de B3

Queso semiseco, B3

candida tropicalis

Candida krusei

candida famata

0 10 20 30 40 50 60
Porcentaje de levaduras isoladas

Figura 7: Distribucion porcentual de las levaduras identificadas en queso semiseco
artesanal elaborado en la region C2, Olancho

El queso semiseco de la region B3 mostr6é una microbiota simplificado respecto al queso
fresco de la misma region. En este caso, C. krusei fue dominante (48,4 %), seguida por
C. famata (25,8 %) y C. tropicalis (22,6 %). Esta distribucion confirma que, a medida
que disminuye la humedad del queso, tienden a prevalecer las levaduras con mayor

tolerancia a condiciones mas restrictivas.

Desde un enfoque positivo, la presencia de C. famata cobra relevancia, ya que esta
levadura es clave en la maduracién de quesos de superficie, debido a su capacidad de
resistir altas concentraciones de NaCl y de generar compuestos aromaticos
caracteristicos, Ademas ciertas cepas han mostrado potencial bioprotector al competir con

mohos que comprometen la calidad (Huang et al., 2021).

En comparacion con estudios internacionales, este queso presento similitud con quesos
madurados y semiduros europeos, donde D. hansenii se mantiene como especie clave

junto a levaduras oportunistas de Candida (Frohlich-Wyder et al., 2019; Ermenlieva et
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al., 2025). Esta combinacion entre especies con valor funcional y especies con riesgo

sanitario refleja una dindmica tipica de fermentaciones espontaneas.

La correlacion con los demds quesos indicd que la region B3 mantiene coherencia
microbiologica: tanto en fresco como en semi—seco, C. famata conservd un papel
importante. En contraste, A3 y C3 Las muestras A3 y C3 no mostraron levaduras, pues
los espectros obtenidos no alcanzaron el nivel de confiabilidad requerido por el MALDI-

TOF.
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V. CONCLUSIONES

El estudio permitio aislar, identificar y caracterizar las levaduras presentes en quesos
artesanales elaborados en diferentes regiones del departamento de Olancho, brindando
una comprension mas profunda de la microbiota asociada a estos productos tradicionales.
La recoleccion de muestras de queso fresco, semiseco, seco y quesillo en tres localidades,
junto con la aplicacion de técnicas microbiologicas estandarizadas y la identificacion
mediante MALDI-TOF MS, asegur6 la obtencion de aislamientos precisos y

representativos de la diversidad levaduriforme presente en cada tipo de queso.

Los recuentos de levaduras revelaron cargas microbianas variables entre regiones y tipos
de queso, lo que evidencid que la presencia de estos microorganismos esta influenciada
tanto por la calidad de la leche cruda como por las condiciones artesanales de elaboracion.
Aunque algunos quesos mostraron niveles compatibles con procesos fermentativos
espontaneos, otros presentaron valores mas altos que podrian relacionarse con riesgos de
deterioro o con la reduccion de la vida util del producto, lo cual aporta informacion clave

para mejorar las practicas de manipulacion y control higiénico.

En cuanto a la diversidad de levaduras, se identificaron especies pertenecientes a los
géneros Candida, Pichia, Saccharomyces y Trichosporon, siendo Candida famata, C.
krusei, C. parapsilosis 'y C. tropicalis las de mayor prevalencia. Asimismo, especies como
C. kefyr, P. norvegensis y S. cerevisiae aparecieron en menor proporcion, aunque con un
destacado potencial tecnologico. Estas variaciones reflejan la influencia de la
composicion de la leche, de las particularidades ambientales de cada region y del manejo

artesanal caracteristico de los productores locales.

Los resultados muestran que los quesos artesanales elaborados con leche cruda presentan
una microbiota levaduriforme particular, donde coexisten especies beneficiosas y

oportunistas. La alta presencia de C. famata/Debaryomyces hansenii en las muestras (B1,
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B2, B3) indica un perfil con posible valor tecnoldgico, mientras que la mayor proporcion
de levaduras oportunistas en los productos de la region (Al, A2, A3)y C (Cl1, C2, C3)
evidencia la necesidad de mejorar las practicas de higiene durante el ordefio y la
elaboracion. En conjunto, esta caracterizacion ofrece una base cientifica para fortalecer
el control microbioldgico, mejorar la calidad de los quesos artesanales y avanzar en la

seleccion de levaduras nativas con potencial funcional en Olancho.

35



VI. RECOMENDACIONES

A partir de los hallazgos obtenidos, Se recomienda fortalecer las buenas practicas de
ordefio y el manejo inicial de la leche, ya que muchas levaduras oportunistas estan
asociadas al estado sanitario de la ubre, la higiene del equipo y la calidad del agua.
Ademas, es esencial aplicar limpieza, desinfeccion y almacenamiento inmediato de la
leche cruda para reducir contaminaciones. Asimismo, capacitaciones comunitarias
podrian mejorar la comprension del impacto de estas levaduras sobre la inocuidad,
especialmente en la region (Al, A2, A3) y en la region (C1, C2, C3), donde se observo

mayor carga microbiana.

En contraste, la region (Bl, B2, B3) present6 un perfil con levaduras de interés
tecnologico, con potencial para desarrollar cultivos iniciadores nativos capaces de aportar
identidad territorial y mejorar la calidad sensorial. Ademas, se recomienda evaluar su
produccion de compuestos aromaticos, tolerancia a sal y actividad inhibitoria frente a
mohos. Asimismo, especies como Pichia norvegensis, C. kefyr y S. cerevisiae podrian

explorarse como agentes bioprotectores.

De igual forma, se sugiere establecer un sistema de monitoreo microbiologico utilizando
herramientas como MALDI-TOF MS para evaluar la calidad de la leche y del queso en
distintas etapas. Ademds, es conveniente elaborar manuales de buenas practicas y
promover el intercambio de experiencias entre productores de la region (B1, B2, B3) con
el perfil mas favorable y aquellos de la region (Al, A2, A3), donde se identificaron

mayores desafios higiénicos.

Con base en los resultados obtenidos, se propone que futuras investigaciones se enfoquen
en aislar, purificar y caracterizar funcionalmente las levaduras beneficiosas encontradas,
especialmente D. hansenii, C. kefyr, C. zeylanoides y Pichia norvegensis. Estas especies

podrian evaluarse como cultivos iniciadores nativos o agentes bioprotectores.
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ANEXOS

Anexo 1: Dichloran Rose Bengal Cloramphenicol (DRBC)

Medio utilizado para el crecimiento de levaduras

e Glicose - 10,0 g
o Peptona ---- --- 50¢g
e Dichloran Rosa --- ---20,0¢g
Yeast Extract Peptone Glucose (YEPG)
Medio utilizado para el crecimiento de levaduras
e Glicose 20,0g
e Peptona 20,0 g
e [Extracto de Levadura 10,0 g
e Agar 150¢g
e Agua Destilada 1000 mL
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Anexo 2:Etapas del analisis microbioldgico.
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Tustracion 3: Siembra por extension en superficie
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Iustracion 4: Distribucion homogénea luego del vertido en placa
de medio DRBC
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Tlustracion 6: Colonias de Levaduras en medio YEPG
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Iustracion 8: Almacenamiento en microtubos Eppendorf
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Anexo 3: Etapas del procedimiento e identificacién de levaduras mediante MALDI-TOF

Iustracion 9: Resiembra de levaduras aisladas en placas

Iustracion 10: Crecimiento de levaduras luego de 18 horas a 25 grados
Celsius.
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Iustracion 12: Preparacion de microtubos Eppendorf para el analisis MALDI-
TOF MS
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Hustracion 14: Colocacion levaduras en la placa MSP para lectura en MALDI-TOF MS
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Ilustracion 16: Resultados en el computador del MALDI-TOF MS
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Anexo 4: Tabla de codificacion para el MALDI-TOF MS
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Anexo 5: Amigos y colabores para la realizacion de la Investigacion.
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