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I. RESUMEN
Los lacteos artesanales son parte esencial de la alimentacién tradicional por su valor cultural y
nutricional. El uso de suero fermento autdctono, rico en bacterias acido-lacticas, se propone como una
alternativa natural para mejorar su seguridad y calidad. El suero fermento es un cultivo natural de
bacterias acido-lacticas obtenido del suero lacteo fermentado y usado como iniciador bioldgico en
productos lacteos. Objetivo: elaborar un quesillo artesanal utilizando suero fermento autoctono
preparado bajo un proceso de termizacion de un suero lacteo de queso artesanal sin pasteurizar, con el
fin de mejorar la calidad microbiologica y estandarizar sus propiedades sensoriales. Se elabor6 quesillo
artesanal con 0% (PB), 4.2% (Tratamiento 1), 22.0% (Tratamiento 2) y 36.7% (Tratamiento 3),
evaluando pH, acidez, actividad microbiana y caracteristicas sensoriales (Aroma, sabor, textura y
aceptacion general) mediante escala hedonica de 9 puntos. Se aplico DCA y Tukey (p<0.05) a todos los
analisis en Infostat. Resultados: El pH no present6 diferencias significativas entre los tratamientos. La
acidez titulable mostr6 diferencias significativas (p < 0.05), disminuyendo con el aumento del
porcentaje de suero fermento; los tratamientos con 22.0% y 36.7 % presentaron valores
significativamente menores que 0% y 4.2%. Los resultados microbioldgicos muestran una reduccion
progresiva de la carga microbiana a medida que aumenta el porcentaje de suero fermento en los
tratamientos. En comparacion con el control, los tratamientos T1, T2 y T3 disminuyeron de forma
significativa los niveles de coliformes totales, E. coli y mohos y levaduras, siendo el tratamiento T3 el
mas efectivo en todos los casos. Numéricamente, T3 logré reducciones de 88.8% en coliformes totales,
87.6% en E. coli'y 73.3% en mohos y levaduras, valores superiores a los obtenidos por T1 y T2. En el
analisis sensorial se observaron diferencias significativas (p < 0.05), destacando la muestra 104 con los
puntajes mas altos. Por lo tanto, la muestra 104 se considera el mejor tratamiento. Discusion: La acidez
titulable disminuyo con los porcentajes mas altos de cultivo. En el analisis sensorial hubo diferencias
significativas (p < 0.05), destacando la muestra 104_para los atributos de aroma, sabor, textura y
aceptacion general, lo que confirma que el suero fermento mejora la calidad del quesillo. En los analisis
microbiolégicos, entre mas suero fermento se afiade, mayor es la poblacion de BAL y mayor es su
actividad antimicrobiana; por eso el T3, con 350 mL (36.7%), logra las reducciones mas altas de todos
los tratamientos. Conclusion: La incorporacion de suero fermento influyd tanto en las propiedades
sensoriales como en la carga microbiana del quesillo artesanal, reduciendo la acidez sin afectar el pH.
Sensorialmente, la muestra 104 obtuvo las mejores calificaciones, por lo que se considera el tratamiento
mas adecuado para mejorar la calidad del producto. Palabras clave: bacterias acido-lacticas; analisis

sensorial; cultivo iniciador.



II. INTRODUCCION

El quesillo es un queso fresco ampliamente consumido en Honduras y otros paises de
Centroamérica, caracterizado por su textura fibrosa, sabor suave y elaboracién artesanal.
Debido a que su produccion se realiza comunmente en pequefias plantas o entornos semi-
artesanales, la variabilidad en las condiciones higiénicas, en la calidad de la leche y en los
métodos de procesamiento puede generar productos con diferencias significativas en su
composicion fisico-quimica, estabilidad y seguridad microbiologica. La ausencia de procesos
estandarizados y el uso limitado de cultivos iniciadores controlados representan desafios
importantes para garantizar la inocuidad y calidad del quesillo, especialmente en un contexto

donde la demanda de productos lacteos de bajo procesamiento continia en aumento.

En la industria lactea moderna, los cultivos iniciadores desempefian un papel esencial, pues
estdn compuestos por microorganismos acido-lacticos capaces de transformar la lactosa en
acido lactico, reducir el pH, inhibir bacterias patdgenas y deteriorantes, y contribuir al
desarrollo de caracteristicas sensoriales deseables. Sin embargo, para productores artesanales,
la adquisicion de cultivos comerciales puede resultar costosa y poco accesible. En
consecuencia, ha surgido un creciente interés por rescatar y estandarizar el uso de
suerofermento autodctono, el cual se obtiene a partir del suero residual de la elaboracion de
quesos y contiene una microbiota acido-lactica natural adaptada a las condiciones locales de
produccion. Diversas investigaciones han demostrado que la microbiota del suerofermento
incluye especies como Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus, las cuales
poseen propiedades fermentativas que pueden mejorar la acidificacion y actuar como agentes

bioprotectores.

El uso de suerofermento autdctono ofrece numerosas ventajas: permite aprovechar un
subproducto disponible en abundancia, reduce costos de produccion, fomenta la sostenibilidad
del proceso y puede contribuir al fortalecimiento de la identidad local del producto. No
obstante, la composicion microbiana del suerofermento puede variar segun las condiciones
ambientales, el manejo del suero y la higiene de la planta, lo que requiere un proceso de

seleccion, adaptacion y estandarizacion para asegurar su desempefio como cultivo iniciador. De

Vi



igual manera, su capacidad para mejorar la calidad microbiologica y sensorial del quesillo debe
ser evaluada de forma experimental, considerando parametros como acidez, pH, textura,

aceptabilidad sensorial y carga microbiana.

Dado que los quesos frescos son altamente susceptibles a la contaminacion microbiana y deben
cumplir con normativas estrictas de inocuidad alimentaria, resulta fundamental determinar si
el suerofermento autdctono puede contribuir a reducir microorganismos indeseables como
coliformes, E. coli, mohos y levaduras, que cominmente representan un riesgo en la produccion
artesanal. Asimismo, la evaluacion de su efecto sobre las caracteristicas tecnoldgicas del
quesillo permitira establecer si este método puede implementarse de forma confiable y

replicable en pequeias industrias.

En este contexto, el presente estudio tiene como finalidad formular un quesillo empleando
suerofermento autdctono como cultivo iniciador y evaluar su impacto en los parametros fisico-
quimicos, microbioldgicos y sensoriales del producto. El desarrollo de este trabajo aporta
evidencia cientifica sobre la viabilidad del uso de cultivos autdctonos como una alternativa
accesible para mejorar la calidad del quesillo artesanal, fortaleciendo la produccion local y

promoviendo practicas tecnologicas que contribuyan a la seguridad alimentaria.
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III. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo general

Formular un quesillo artesanal mediante el uso de suero fermento autoctono, aprovechando
la microbiota del suero lacteo generado en la produccion de queso sin pasteurizar, con el

fin de mejorar su calidad microbioldgica y estandarizar sus propiedades.

3.2.  Objetivo especifico

Elaborar un fermento lacteo autoctono (suero fermento) mediante la termizacion del suero

lacteo residual obtenido durante la produccion de queso artesanal sin pasteurizar.

Determinar los parametros fisicoquimicos y microbiologicos del quesillo elaborado con la
incorporacién del suero fermento autdctono en comparacion con un quesillo sin dicha

adicion.

Analizar las diferencias sensoriales entre los quesillos elaborados con suero fermento y el
elaborado mediante el método tradicional, en términos de sabor, textura, olor, color y

aceptacion general.
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IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Laleche

La leche de vaca es un alimento de primera necesidad. De gran demanda por su alto valor
nutricional que se refleja en sus componentes, es considerada un alimento basico en la dieta
de nifios, ancianos, enfermos, y en general de toda la poblacion. La leche por ser un
alimento muy completo es un medio ideal para el crecimiento de microorganismos, los que,

si no son eliminados, pueden convertirse en un riesgo para los consumidores.

Asi mismo la leche puede ser un vehiculo de enfermedades que pueden afectar a los
consumidores, si no se realizan los controles de calidad necesarios en los procesos de la
industrializacion que parten en la granja y culminan en el consumidor final. La
denominacion de “leche”, sin indicacion de la especie animal de que procede, se reserva a
la leche de vaca. Toda leche que proceda de una hembra lechera, que no sea la vaca debe
designarse por la denominacion “leche” seguida de la especie animal de la que procede:

“leche de cabra”, “leche de Oveja”.

4.1.1. Composicion nutricional de la leche

La leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, presentes en suspension o emulsion
y otras en forma de solucion verdadera y presenta sustancias definidas: agua grasa, proteina,
lactosa, vitaminas, minerales; a las cuales se les denomina extracto seco o solidos totales.
Los solidos totales varian por multiples factores como lo son: la raza, el tipo de alimentacion,

el medio ambiente y el estado sanitario de la vaca entre otros. (Tabla 1)

Tabla 1. Composiciones de los distintos tipos de leche animal

Nutriente (gr) Vaca Bufala Mujer
Agua 88 84 87.5
Energia (Kcal) 61 97 7
Proteina 3.2 3.7 1
Grasa 3.4 6.9 4.4
Lactosa 4.7 5.2 6.9
Minerales 0.72 0.79 0.2

Fuente: (Gémez & Bodeya Mejia, 2005)




4.1.2. Proteinas de la leche

La proteina contenida en la leche es del 3,5% (variando desde el 2.9% al 3.9%). Esta
“proteina lactea” es una mezcla de numerosas fracciones proteicas diferentes y de pesos
moleculares distintos, (ver figura 1). Las proteinas se clasifican en dos grandes grupos:

caseinas (80%) y proteinas séricas (20%).
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Figura 1. Estructura general de las proteinas lacteas

Fuente: (Gomez & Megjia, s. f.)

Caseinas

Es la proteina mas abundante, ademas de ser la mas caracteristica de la leche por no encontrarse
en otros alimentos, existen tres tipos de caseinas (a, B y Kapa caseina), en la leche también de
encuentra la albumina y la globulina. El valor biolégico de la caseina en la alimentacion
obedece a su contenido en aminoacidos esenciales que se separan del la parte acuosa por accion
de enzimas como la renina o la quimiocina, que son las responsables de la precipitacion de la

proteina en la elaboracion de quesos.
El comportamiento de los diferentes tipos de caseina en la leche al ser tratada con calor,

diferente pH (acidez) y diferentes concentraciones de sal, provee las caracteristicas de los

quesos, los productos de leche fermentada y las diferentes formas de leche.

4.1.3. Albumina en la leche



Es la proteina de la leche, que sigue en cantidad a la caseina, con una cifra aproximada de
0.5%. Mientras que la caseina es relativamente estable a la accion del calor, las albuminas
se desnaturalizan con facilidad al calentarlas. Por esta razon durante el proceso de

calentamiento a altas temperaturas se destruye gran parte de la proteina sérica.

4.1.4. Vitaminas en la leche

La leche contiene vitaminas como la A, D, E, K, Bl, B2, B6, B12, C, carotenos,
nicotinamida, biotina, 4cido folico, su concentracion esta sujeto a grandes oscilaciones. El
calostro posee una extraordinaria riqueza vitaminica, contiene de 5 a 7 veces mas vitamina
Cyde 3 a5 veces mas vitaminas B2, D y E que la leche normal. También influye la época
del afio, tiempo atmosférico, ambiente y la alimentacion; este ultimo factor repercute
especialmente en los carotenos y en la vitamina A como consecuencia de la abundante

ingestion de carotenos cuando la base de la alimentacion son forrajes frescos.

4.1.5. Importancia de la calidad de la leche

La importancia de conocer la calidad de la leche en los sistemas lecheros de los paises,
radica en que a partir de este conocimiento se pueden tomar decisiones que afectaran la
gestion de la calidad en toda la cadena agroindustrial con el objetivo de mejorarla, y este
trabajo se inserta en esa logica. La calidad estdndar se refiere a patrones industriales y a la
adecuacion del producto con las normas y reglamentos vigentes; en otras palabras, esta
vinculada con normas especificas sobre las condiciones de produccién, cominmente

aceptadas a nivel nacional e internacional. (Cervantes Escoto et al., 2013)

La produccion de leche se hace con la expresa intencion de proporcionar un alimento de
alto valor nutritivo para el ser humano. Cada dia se reconocen mas las cualidades de este
producto en la alimentacidn de nifios, adultos y personas de la tercera edad. Pero para que
la leche cumpla con esas expectativas nutricionales debe reunir una serie de requisitos que
definen su calidad: su composicion fisicoquimica, cualidades organolépticas y nimero de
microorganismos presentes. Después que la leche sale de la vaca ya no sé puede cambiar
su composicion fisicoquimica a no ser en algunos ajustes permitidos para mejorar su

aspecto (Homogenizar), disminuir algunos de sus componentes para hacerla mas atractiva
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para algin consumidor especial (deslactosar, desgrasar), todo ello mediante tecnologias

permitidas y declaradas (Vargas, 2000).

4.2. Elaboracion de queso artesanal

Los productos lacteos son alimentos importantes dentro de la dieta hondureiia debido a las
propiedades nutricionales, fisicas y quimicas de la leche sumadas a su facil accesibilidad.
La produccion lactea en Honduras estd determinada por explotaciones de leche que
anualmente producen alrededor de 650 millones de litros, lo que constituye un 30% de la

produccion total de leche en Centro América (Jose, s. f.).

Para elaborar estos productos artesanales, se debe utilizar leche de buena calidad producida
en la zona; sin embargo, en la mayoria de los casos no es asi, razon por la cual la calidad
de los productos obtenidos no es uniforme y en algunos casos la vida util de éstos es muy
limitada. Lo ideal seria utilizar leche pasteurizada para elaborar estos productos, pero
lamentablemente eso no es posible en la mayoria de los productores artesanales debido a la
falta de asistencia técnica y disponibilidad de capital para la compra del equipo adecuado.
Normalmente la leche llega a la planta por entrega directa de los productores y recolectores
independientes de leche, recoleccion realizada por el duefio, empleado o familiar del duefio

de la quesera (Jose, s. f.).

El quesillo, un queso de pasta hilada de pH bajo es uno de los productos aceptados como
exportables. En el Valle de Aburré y en el Oriente Antioquefio de Colombia existe alrededor
de 28 empresas lacteas que tienen entre sus lineas de produccion la elaboracion de queso
fresco, estas producen 41 toneladas de queso fresco y quesillo bajo el sistema artesanal y
24 toneladas en plantas con tecnologia moderna, lo que representa una generacion de

3.684.000 litros por dia de lactosuero (Huertas, s. f.-b).

4.2.1. Denominacion del quesillo

El quesillo en Honduras es considerado un queso fresco que se origina en el sur del pais.
Como parte de la globalizacion que existe hoy en dia, se ha visto la necesidad de dar

cambios a los productos que ya existen. El quesillo es importante por ser el Unico tipo de
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queso que utiliza el suero resultante de la leche para su elaboracion. Actualmente en el
mercado de Tegucigalpa se encuentran presentes dos marcas de quesillo procesado los

cuales son Sula y Leyde (Villatoro, 2005).

4.3.  Suero lacteo

El lactosuero o suero de leche se define como un subproducto lacteo obtenido durante la
fabricacion del queso que aunque no constituye un sustituto integral de la leche de vaca por
ser una fraccion de la misma, contiene nutrientes y compuestos con potenciales beneficios
nutricionales y funcionales. El calcio es uno de los nutrientes que puede estar en cantidades
considerables, alcanzando hasta el 90% de la concentracion inicial del mineral en la leche.
Existe evidencia que el calcio del suero lacteo es de mayor biodisponibilidad, incluso
superando a las sales minerales que se utilizan para fortificacion de alimentos o como
suplementos nutricionales. La mayor biodisponibilidad se asocia con el contenido de

nutrientes presente en el mismo, especialmente proteinas y lactosa (Poveda E, 2013).

4.4. Cultivos iniciadores

Las bacterias lacticas utilizadas en la produccion de queso contribuyen a mejorar su
seguridad a través de la produccion de 4cido y distintos compuestos antimicrobianos,
entre los que destacan las bacteriocinas. Los cultivos iniciadores acidifican la leche a
través de la produccion de acido lactico e intervienen en la maduracion mediante la
produccion de metabolitos que potencian el sabor y aroma, y en el desarrollo de la textura
caracteristica del queso. El empleo de bacterias lacticas seleccionadas como cultivos
iniciadores o cultivos adjuntos en la fabricacion de quesos permite la expresion de
distintas propiedades para la elaboracion de productos nuevos y mas atractivos para el
consumidor. Por sus caracteristicas, el queso es un excelente vehiculo de bacterias
probidticas que proporciona proteccion a estos microorganismos durante su paso por el

tracto gastrointestinal (Medina Fernandez-Regatillo, 2017).

Los cultivos iniciadores son los microorganismos que se utilizan en la produccion de

productos lacteos fermentados, como el yogur y el queso. La microflora natural de la leche

xiii



es ineficiente, incontrolable e impredecible, o bien se destruye por completo debido a los
tratamientos térmicos a los que se somete. Un cultivo iniciador puede aportar
caracteristicas especificas a una fermentacion mas controlada y predecible. La funcion
principal de los cultivos iniciadores lacticos es la produccion de acido lactico a partir de

la lactosa (Goff et al., s. f.).

Otras funciones de los cultivos iniciadores pueden incluir:

produccién de sabor, aroma y alcohol
actividades proteoliticas y lipoliticas

inhibicién de organismos indeseables

En cambio, en la elaboracion de quesos artesanales, se utilizan cultivos naturales (cultivos
artesanales) obtenidos a partir de la fermentacion bajo condiciones controladas de una
pequetia porcion de leche o suero del proceso de elaboracion de un dia anterior, técnica

conocida como “backslopping” (Ortiz Estrada Angel 2014 MC.pdf).

4.4.1. Suero fermento

El lactosuero es el mayor subproducto obtenido durante el procesamiento de la leche en la
produccion de quesos, el cual presenta un alto contenido de nutrientes y se desaprovecha
desechandolo generalmente en vertederos, causando un problema de contaminacion

ambiental (Williams Zambrano & Duenas Rivadeneira, 2021).

El suero es un subproducto liquido de la produccion de queso o caseina, compuesto
aproximadamente por un 93 % de agua, un 4,8 % de lactosa, un 0,8 % de proteina y un 0,5
% de grasa. Se clasifica en dos tipos: suero dulce (SD), subproducto de la elaboracion de
queso cheddar u otros quesos coagulados con cuajo a un pH de 6-7 y y suero acido (SA),
subproducto de la produccion de queso fresco y cremoso, yogur griego y caseinatos,
obtenidos mediante la coagulacion de la caseina a un pH < 5. La proteina de suero (PS) se
puede obtener mediante procesos de clarificacion, ultrafiltracion, nanofiltracion y secado

del suero (Zeng et al., 2023).
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El suero de la leche representa aproximadamente el 90% del volumen total de la leche y
contiene la mayor parte de los componentes solubles en agua como hidratos de carbono,
vitaminas hidrosolubles, minerales y proteinas solubles. A nivel mundial, se producen
grandes cantidades de suero por lo que se ha buscado un aprovechamiento debido a la
elevada cantidad de nutrientes que presenta, por lo que es recomendable utilizarlo en el

ambito de alimentacion («El suero de la lechey, s. f.).

4.4.1.1. Usos del suero fermento

Existen varias alternativas para el uso del lactosuero a través de su estabilizacion,
fraccionamiento, transformacion y recombinacion. Gracias a los bajos o nulos costos se
destina principalmente para la alimentacion de cerdos y elaboracion del requeson, en este
ultimo caso se recupera una gran cantidad de so6lidos del suero de leche principalmente

proteinas y grasas (Williams Zambrano & Duefas Rivadeneira, 2021).

4.4.2. Impacto ambiental del suero liacteo

La industria alimenticia es considerada una de las mas contaminantes a nivel mundial, esto
debido a que produce residuales con altas cargas organicas, las cuales son de dificil

degradacion en el medio ambiente (Microsoft Word - LACTOSUER...doc, s. 1.).

Aproximadamente el 90% de la leche utilizada en la industria quesera es eliminada como
lactosuero, el cual es uno de los subproductos méas contaminantes que existen en la industria

alimentaria (Jose Mufioz, 2019).

El lactosuero generado en el proceso de elaboracion de queso fresco pasteurizado no se
aprovecha de manera apropiada por cuanto es desechado al ambiente y en minimas
cantidades (entre 1200 y 1700 litros por mes) es destinado para el consumo de aminales, lo
cual ocasiona impactos ambientales desfavorables y pérdidas econdmicas por no dar valor

agregado a este subproducto (Jose Mufioz, 2019).
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4.5. Productos fermentados

Los productos lacteos fermentados forman parte de las recomendaciones y guias de una
alimentacion saludable. No solo aportan macro y micronutrientes y una mayor
biodisponibilidad de éstos, sino que contienen bacterias que favorecen una microbiota
adecuadapara la salud. A las bacterias clasicas empleadas en la elaboracion de productos
lacteos fermentados se ha incorporado recientemente en muchos de ellos bacterias
probiodticas, que actiian en la flora intestinal, desplazando a los patdgenos, produciendo
sustancias e interviniendo posiblemente sobre los mecanismos de la inmunomodulacién

(Tojo Sierra et al., 2006).

Los alimentos fermentados son ecosistemas alimentarios complejos, en los cuales subsiste
una diversidad de poblaciones microbianas. La microbiota inherente a este tipo de
alimentos no es estatica, es asi que, la dindmica de crecimiento, supervivencia y actividad
bioquimica de los microorganismos en los alimentos fermentados son el resultado de las
reacciones de estrés en respuesta a cambios fisicos 0 quimicos dentro del microambiente

del alimento (Ortiz Estrada Angel 2014 MC.pdf).

4.6. Bacterias acido lacticas (BAL).

Las BAL desempefian un papel importante en los procesos de fermentacion; son muy
utilizadas en la industria alimentaria, no solamente por su habilidad para para proteger el
alimento sino también acidificar, por lo tanto, tienen implicacion en el desarrollo de la

textura, sabor, olor y el desarrollo del aroma de los alimentos fermentados (Huertas, s. f.-

a).

La funcion primaria de las SLAB es producir 4cido lactico durante el proceso de
fermentacion de la leche para la produccion subsecuente de queso. Asi mismo, también
contribuyen a la maduracion, ya que enzimas producidas por esta microbiota estan
implicadas en la proteolisis y la conversion de aminoacidos en compuestos de sabor en el

queso (Ortiz Estrada Angel 2014 MC.pdf).

XVi



4.7. Termizacion

Es un tratamiento suave que se aplica para incrementar la calidad inicial de la leche cruda.
Se utiliza cuando se sabe que no es posible utilizar inmediatamente la leche cruda en la
elaboracion de otros productos. El objetivo principal de la termizacion es reducir las
bacterias psicotroficas, para que no liberen a la leche proteasas y lipasas resistentes al calor.
Estas enzimas no se inactivan durante la pasteurizacion y pueden originar flavores
desagradables si la leche se utiliza en la elaboracion de quesos o leche en polvo (¢En qué

consisten el tratamiento térmico y sus procesos?).

La termizacion se aplica a la leche para queso generalmente para prolongar su vida util
antes de la pasteurizaciéon o la fabricacion del queso, con un efecto minimo en los
componentes y el sabor de la leche. La termizacion implica un tratamiento térmico de
subpasteurizacion que varia de 57 a 68 °C con un tiempo de mantenimiento de 15 a 30 s;
lo habitual es un tratamiento de 63 a 65 °C durante 15 s (Termizacion: una vision general |

Temas de ScienceDirect).

Para evitar la multiplicacion de bacterias aerdbicas formadoras de esporas tras la
termizacion, la leche debe enfriarse rapidamente a 4 °C o menos y no debe mezclarse con
leche sin tratar. Muchos expertos opinan que la termizacion tiene un efecto favorable sobre
ciertas bacterias formadoras de esporas. El tratamiento térmico provoca que muchas
esporas vuelvan al estado vegetativo, lo que significa que se destruyen durante la
pasteurizacion posterior de la leche (Intercambiadores de calor | Manual de procesamiento

de lacteos).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1.  Ubicacion de la investigacion

La investigacion se realizo en el laboratorio de calidad de la Planta Procesadora de Lacteos

de la Universidad Nacional de Agricultura (UNAG), que se encuentra ubicada en el

municipio de Catacamas, barrio el espino, carretera que conduce a Dulce Nombre de Culmi.

Figura 2. Ubicacion de la planta de investigacion donde se realizo la investigacion

5.2. Materiales y equipo utilizados en la investigacion realizada

Tabla 2. Materiales y equipos

Materiales/Equipos
Leche cruda fresca

Descripcion
Obtenida de la UNAG (minimo 15 litros por tratamiento)

Suero lacteo

Recolectado durante la produccién de queso fresco para elaborar el suero
fermento

Suero fermento autoctono

Cultivo iniciador preparado mediante fermentacién controlada del suero

Cuajo Coagulante de origen microbiano

Sal Sal comUn de uso alimentario

Termdmetro digital Para medicién de temperatura de la leche
pH-metro Para medicién del pH (suero fermento y quesillo)
Bafo maria Para incubacién del suero fermento

Refrigeradora

Para almacenamiento a 4°C

Placas compact dry

Para conteo de microorganismos (moho, levaduras, E. coli, coliformes)

Equipo de laboratorio general

Beakers, pipetas, guantes, tubos de ensayo, gotero, etc.

Balanza digital

Pesar ingredientes

Papel parafilme o envoltura

Para proteger el queso durante el almacenamiento

Solucion de NaOH 0.1 N

Para titulacidn durante el analisis de acidez titulable

Fenolftaleina

Indicador visual para el punto final de titulacion

Bureta y soporte

Para realizar la titulacién con precision
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5.3. Metodologia

El desarrollo de esta investigacion se llevo a cabo en 5 etapas, las cuales se describen a

continuacion.

5.3.2. Etapa 1: Elaboracion del suero fermento autéctono

Previo a la elaboracion del quesillo, antes de emplear el suerofermento autoctono en la
formulacion del quesillo, fue necesario realizar una serie de pruebas preliminares con
el proposito de estandarizar su comportamiento fermentativo y asegurar que alcanzara
el pH optimo para su utilizacién como cultivo iniciador. Estas pruebas consistieron en
la preparacion y evaluacion de diferentes lotes de suero fermentado, los cuales fueron
sometidos a condiciones controladas de temperatura y tiempo de incubacion. Durante
este proceso se monitored continuamente la disminucién del pH hasta que alcanzara el
valor entre 3.2 a 3.4, ya que este parametro es un indicador directo de la actividad

metabdlica de los microorganismos acido-lacticos presentes en el suero.

Las pruebas iniciales permitieron observar la velocidad de acidificacion natural del
suero y determinar las condiciones en las que la microbiota autdctona expresaba su
mayor capacidad fermentativa. A través de ajustes progresivos en el tiempo de
incubacion y en la temperatura de mantenimiento, se logro estandarizar el proceso hasta
obtener un suerofermento con un pH de 3.8, que se encuentra dentro del rango adecuado
para su uso en la coagulacion y acidificacion de la leche destinada a la elaboracion del
quesillo. Este procedimiento fue fundamental para garantizar la estabilidad y
reproducibilidad del cultivo, asi como para asegurar que su incorporacion en los
tratamientos experimentales favoreciera la obtencidon de un producto con caracteristicas

microbioldgicas y tecnologicas adecuadas.

Suero de Evolucién natural

Enfriamiento a calid
INICIO elaboracién 5eC T Incubacién a
52-56°C 45°Cl18
horas
FIN Enfriamiento

Figura 3. Elaboracion del suero fermento autéctono
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5.3.3. Etapa 2: Elaboracion del quesillo artesanal
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Figura 4. Elaboracion del quesillo artesanal

5.3.3.1. Descripcion de la elaboracion del quesillo

La elaboracion del quesillo se llevo a cabo mediante un proceso artesanal controlado. La
materia prima consistid en leche fresca previamente filtrada y tratada térmicamente segun el
protocolo experimental establecido (tratamiento térmico moderado para reducir carga
microbiana y favorecer la accidon enzimadtica sin alterar significativamente las propiedades
funcionales de las proteinas). La leche fue enfriada hasta la temperatura de inoculacién y, una
vez estable, se incorpor6 el suerofermento autdctono. Tras la homogeneizacion del cultivo, se
adicion6 el cuajo en la proporcion determinada experimentalmente para inducir una

coagulacion controlada.

Durante la coagulacion se mantuvieron condiciones térmicas y de agitacion controladas para
favorecer la formaciéon de una cuajada firme y homogénea; La cuajada obtenida fue
posteriormente cortada y sometida a un calentamiento progresivo y amasado, que permitio la
expulsion parcial del suero y la alineacion de las fibras proteicas. El control de la temperatura
durante el amasado y estirado fue critico para obtener la plasticidad necesaria sin provocar una

desnaturalizacion proteica excesiva.
El drenado del suero se llevo a cabo de forma controlada, facilitando la eliminacion de exceso

de humedad hasta alcanzar parametros de humedad objetivo que favorecieran la textura y la

conservacion. La masa resultante fue moldeada manualmente conforme a la técnica tradicional
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del quesillo para obtener la forma y uniformidad propias del producto. Finalmente, los quesillos

fueron enfriados y almacenados.

5.3.4. Etapa 3: Analisis microbiolégicos

Para evaluar la calidad microbioldgica del quesillo se realizaron andlisis de coliformes totales,
E. coli y mohos—levaduras utilizando placas Compact Dry, que son medios listos para usar y
que permiten obtener resultados rdpidos y confiables. Todo el procedimiento se realizd en
condiciones higiénicas y siguiendo buenas practicas de laboratorio. Se realizaron 8§ diluciones,

donde solo se tomaron en cuenta las diluciones ala 3,5y 7.

Primero, se prepararon diluciones decimales de las muestras de quesillo. Para esto, se tom¢ una
porcion representativa del producto y se mezcld en un diluyente estéril (agua peptonada) para
obtener una suspension inicial. A partir de esa primera mezcla se realizaron diluciones

sucesivas (107!, 1072, 1073, etc.) para obtener concentraciones adecuadas para el conteo.

Luego, se tom6 1 mL de la dilucion seleccionada y se coloco sobre cada placa Compact Dry

correspondiente al analisis deseado, las siembras de las diluciones se realizaron por duplicado.

Al depositar la gota sobre la placa, el medio gelificado se rehidrata y se distribuye
uniformemente, lo que permite que los microorganismos crezcan en la superficie sin necesidad

de extender manualmente la muestra. Las placas se incubaron a las siguientes temperaturas:

e Coliformesy E. coli: 35-37 °C por 24 horas
e Mohos y levaduras: 25 °C por 48—72 horas

Tabla 3. Método para la identificacion de microorganismos

Tipo de andlisis microbioldgicos Método
Coliformes totales Método de siembra en placas compact dry
E. coli Método de siembra en placas compact dry
Mohos y levaduras Método de siembra en placas compact dry
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5.3.5. Etapa 4: Analisis fisicoquimicos

Se evaluaron los siguientes analisis: pH y Acidez titulable.

Tabla 4. Métodos para la determinacion de los andlisis fisicoquimicos.

Tipo de anélisis fisicoquimicos Método
Acidez Titulacion
pH pH metro

pH suero fermento:

Para realizar este andlisis se utilizo6 un pH-metro, colocando 15 ml de muestra del suero
fermento en un beaker, después se introduce el electrodo y se hace espera hasta que el equipo
se estabilice y nos brinde el valor. Como fue mencionado anteriormente, se midi6 el pH del
cultivo iniciador (suero fermento) en el proceso de incubacion hasta que alcanzara el pH
requerido que es de 3.2 — 3.4. Se tomo cada 12 horas para verificar que tan rapido alcanzaba el

pH establecido, en este caso el nivel de pH mas bajo alcanzado fue de 3.8.

pH quesillo:

Para esta medicion se pesaron 10 gramos de muestra del quesillo, se coloco en un beaker y se
le adicionaron 20 ml de agua destilada. Luego se mezcl6d hasta homogenizar y obtener una
muestra liquida, se introdujo el electrodo del pH-metro y se esperd a que la lectura se

estabilizara.

Acidez:

Este analisis se realizd por medio de titulacion, se utilizo pipeta, soporte universal, beakers,
bureta. Se coloco en el soporte universal la bureta, para despues llenarla con hidréxido de sodio
al 0.1 N, después medimos 10 ml de muestra en un beaker y le agregamos tres gotas del
indicador de fenolftaleina. Una vez que hallamos realizado la titulacién aplicamos la siguiente

ecuacion:
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Acidez=(VG)(peq)/M}

Donde:

VG: Volumen gastado por la bureta

N: Normalidad del NaOH

Peq: Peso miliequivalente del 4cido predominante en la solucion.

M: Cantidad de la muestra.

5.3.6. Etapa 5: Evaluacion sensorial

Se analizaron las muestras aplicando una prueba sensorial de escala heddnica de 9 puntos donde
se evaluaron los atributos de (aroma, sabor, textura y aceptabilidad general). El quesillo fue
evaluado por 50 jueces no entrenados en la Universidad Nacional de Agricultura (empleados
de la institucion). Se evaluaron 4 tratamientos los cuales representan los 4 quesillos, donde la
prueba control no contenia ningiin porcentaje de cultivo, pero los tratamientos 1, 2 y 3 si

contenian un porcentaje diferente de cultivo.

5.3.7. Diseiio experimental

En este trabajo de investigacion se utilizé un disefio completamente aleatorizado (DCA) donde

los grupos se eligen al azar.

5.3.7.1.  Variable dependiente
Aroma
Sabor

Textura

Aceptacion general

5.3.7.2.  Variable independiente

% de suero fermento autdéctono
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5.4. Analisis estadistico

Se aplico una prueba de comparacion de medias (ANOVA) con el test de Tukey (p < 0.05) para
comparar los resultados de los tratamientos con los diferentes porcentajes de suero fermento
autoctono con respecto a los atributos de (aroma, sabor, textura y aceptacion general) con ayuda

del software INFOSTAT.
VI RESULTADOS

Se elaboraron 4 quesillos con distintos porcentajes de cultivo los cuales son: Tratamiento #1:
4.2% (50 ml), Tratamiento #2:22.0% (250 ml), Tratamiento #3: 36.7% (350ml). Siendo el

tratamiento #3 con el 36.7% de cultivo el mas aceptado por los consumidores.

6.1.  Analisis fisicoquimicos

5.911

A
A A
5.784
5.724 A
5.66 l :
PB T i ™

Tratamiento

Ph

Figura 5. Comportamiento del pH en los tratamientos conforme al % de cultivo utilizado

La grafica de pH muestra que no existen diferencias significativas entre los tratamientos. Esto
indica que, a pesar de las variaciones en la acidez titulable, el pH del quesillo se mantuvo
relativamente constante. Este comportamiento es caracteristico de matrices lacteas como el
quesillo, que poseen una alta capacidad tampon, es decir, una habilidad natural para resistir

cambios bruscos de pH aun cuando se producen acidos durante la fermentacion.

En este caso, aunque los tratamientos con mayor adicién de suero fermento (como
Tratamiento3) tienden ligeramente a aumentar el pH por efecto de la fermentacion lactica, la

presencia de proteinas especialmente caseinas, amortigua este descenso. Esto explica por qué
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el T3, pese a contener la mayor cantidad de cultivo, muestra un pH estadisticamente igual al

resto de tratamientos.

Para el producto final, mantener un pH estable es ventajoso, ya que contribuye a conservar una
textura uniforme y ayuda a preservar la vida util del quesillo. La estabilidad del pH también
refleja un proceso controlado que no compromete las caracteristicas sensoriales del alimento,

como sabor y firmeza.

0.337

Hx

Hx»

0.314

Hm

0.28

acidez

0.264

c
0.23 T Ej T |

PB T T2 T3
Tratamiento

Figura 6. Comportamiento de la acidez en el quesillo conforme al % de cultivo utilizado

La figura 6. muestra como la acidez del quesillo vari6 entre los tratamientos evaluados. El lote
PB (prueba base) y el tratamiento T1 presentaron los valores mas altos de acidez (=0.31—
0.32%), sin diferencias significativas entre ellos, lo que indica que la adicion inicial de
suerofermento en T1 no generd un cambio notable en la produccion de compuestos acidos. Esto
puede deberse a que, en niveles bajos de cultivo iniciador, las bacterias lacticas (BAL) no
alcanzan una poblacion suficientemente elevada para modificar de manera marcada la

fermentacion acido-lactica dentro del quesillo.

En contraste, T2 mostr6 la acidez significativamente mas baja (=0.24%), lo que sugiere que
este nivel intermedio de suerofermento pudo haber generado una dindmica fermentativa
distinta, posiblemente relacionada con la capacidad tampon de la matriz del quesillo. Cuando
la concentracion de proteinas y sales del producto es suficiente, puede neutralizar parcialmente
los acidos producidos, evitando un descenso marcado del pH y reduciendo la acidez titulable.

Por otro lado, T3 present6 una acidez intermedia (~0.29%), estadisticamente diferente de los

demas tratamientos. Al incrementar la proporcion de suerofermento, aumenta también la
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poblacion de BAL responsables de la produccion de acido lactico; sin embargo, la respuesta no
fue tan marcada como en T1, lo que sugiere que la matriz del quesillo llegé a un punto de

equilibrio entre la produccion de 4cido y su capacidad tampon.

En conjunto, los resultados indican que la acidez en el quesillo no depende unicamente de la
cantidad de cultivo agregado, sino también de como interactuan las BAL con los componentes
del producto (proteinas, sales y humedad), los cuales pueden amortiguar o intensificar el efecto
fermentativo. Esto explica por qué T2, pese a tener mas cultivo que T1, mostrd la acidez mas

baja, mientras que T3 alcanz6 un valor intermedio.

6.2.

En la Tabla 3 se muestra las medias y desviacion estandar de los 4 tratamientos evaluados en

Analisis sensorial

la prueba sensorial.

Tabla 5. Medias y desviacion de los atributos de los tratamientos evaluados

Muestra Aroma Sabor Textura Aceptacion general
203 7.68+1.1148 7.34+0.80° 7.68+1.10° 744+095B
125 756+1.30°8 746+0091°B 7.78+ 0938 7.7+0.9748
790 7.7+1.3048 752+0.79® 746+1.05° 74+099°B
104 8.24+1.154 8.0+0.974 8.44+0.76 A 8.16+0.914

Los resultados de la evaluacion sensorial muestran diferencias significativas entre las muestras
analizadas en los atributos de aroma, sabor, textura y aceptacion general. La muestra 104
obtuvo las puntuaciones mas altas en todos los parametros, destacandose significativamente
con respecto a las demas, lo que indica que fue la preferida por los evaluadores. Su aroma,
sabor y textura presentaron valores superiores a 8, lo cual refleja un perfil sensorial mas

equilibrado, agradable y mejor aceptado.

Por otro lado, las muestras 203, 125 y 790 presentaron calificaciones similares entre si (grupos
A/B o B), sin diferencias marcadas en los atributos evaluados. Aunque sus valores se mantienen
dentro de un rango aceptable —alrededor de 7.3 a 7.7—, no alcanzaron el nivel de preferencia
logrado por la muestra 104. Esto sugiere que estas formulaciones fueron sensorialmente
satisfactorias, pero con menor intensidad o calidad percibida en comparacion con la muestra de

mayor puntaje.
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En términos de aceptacion general, nuevamente la muestra 104 (tratamiento 3) destaca como
la mejor evaluada, lo que confirma que su combinacién de atributos sensoriales fue la mas
equilibrada y agradable para el panel. En contraste, las otras muestras mostraron una aceptacion

moderada, con valores cercanos a 7.4-7.7.

En conjunto, los resultados indican que la muestra 104 presenta una ventaja sensorial clara,
posiblemente relacionada con su formulacion, ingredientes o procesamiento, lo que la convierte

en la opcion mas atractiva para los consumidores dentro del conjunto evaluado.

6.3.  Analisis microbiologicos

En la tabla 6 se presentan los resultados de la calidad microbioldgica de los 4 tratamientos en

cuanto al % de suero fermento utilizado.

Tabla 6. Calidad microbiolodgica del quesillo

Tratamiento Coliformes totales E. coli Mohos y Levaduras

Prueba control 1.61 x 10° UFC/mL # | 1.77 x 10° UFC/mL # | 1.05 x 105 UFC/mL A
T1 5.3 x 10* UFC/mL B 5.1 x 10* UFC/mL B 4.2 x 10* UFC/mL B
T2 4.2 x 10* UFC/mL B¢ | 3.4 x 10* UFC/mL B¢ | 3.6 x 10* UFC/mL BC
T3 1.8 x 10* UFC/mL ¢ | 2.2 x 10* UFC/mL © 2.8 x 10* UFC/mL ©

Los analisis microbiologicos evidenciaron diferencias marcadas entre la prueba control y los
tratamientos elaborados con suerofermento autdctono, lo cual refleja el impacto directo de la
incorporacion del cultivo natural sobre la calidad sanitaria del quesillo. La prueba control
presentd las cargas microbianas mas elevadas para los tres grupos evaluados: coliformes totales
(1.61 x 10° UFC/mL), E. coli (1.77 x 10° UFC/mL) y mohos-levaduras (1.05 x 105 UFC/mL).
Estos valores son caracteristicos de quesos frescos elaborados sin un agente fermentativo
regulado, donde la acidificacion es lenta y no existe una microbiota protectora capaz de inhibir

microorganismos indeseables.

En contraste, los tratamientos T1, T2 y T3 mostraron reducciones progresivas en todos los
recuentos microbianos, lo que demuestra el efecto inhibitorio del suerofermento autdctono. En
T1, las cargas disminuyeron casi a la mitad respecto al control, situdndose alrededor de 5.3 x

10* (coliformes), 5.1 x 10* (E. coli) y 4.2 x 10* (mohos y levaduras). Esta tendencia descendente
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continud en T2, con valores cercanos a 3.4—4.2 x 10* UFC/mL, y se acentu6 atn mas en T3,
donde los microorganismos alcanzaron sus niveles mas bajos: 1.8 x 10* UFC/mL (coliformes),

2.2 x 10* UFC/mL (E. coli) y 2.8 x 10* UFC/mL (mohos y levaduras).

Este patron demuestra claramente que, a mayor concentracion o actividad del suerofermento
autdctono, mayor es la capacidad del sistema para controlar la proliferacion microbiana. La
disminucion puede atribuirse a varios mecanismos naturales propios de los microorganismos

acido-lacticos presentes en el suerofermento:

Producciéon de acido lactico, que reduce el pH y desfavorece la supervivencia de
microorganismos competidores.
Generacion de bacteriocinas u otros metabolitos antimicrobianos.

Competencia directa por nutrientes y espacio dentro de la matriz lactea.

Aunque los valores finales de los tratamientos no alcanzan los limites establecidos por la
normativa microbioldgica para quesos frescos (RTCA y Codex), la tendencia observada es
cientificamente relevante. Indica que el suerofermento autoctono ejerce un efecto protector
claro y consistente sobre la microbiota del quesillo, reduciendo significativamente

microorganismos indicadores de contaminacion fecal y deterioro.

Estos resultados no solo validan la funcionalidad del suerofermento como cultivo iniciador,
sino que también evidencian la necesidad de optimizar factores como higiene en planta, manejo
de materia prima, y condiciones de fermentacion para potenciar ain mas su eficacia. La
reduccidén progresiva observada en T1, T2 y T3 constituye un aporte importante, ya que
demuestra que el suerofermento autdctono tiene potencial real como herramienta tecnoldgica

para mejorar la inocuidad del quesillo artesanal.

Al comparar los resultados microbiologicos obtenidos en los diferentes tratamientos con los
parametros establecidos por el RTCA 67.04.50:08 para quesos frescos (<100 UFC/g para
coliformes totales y ausencia o <10 UFC/g para E. coli) y las recomendaciones del Codex
Alimentarius, se observa que todos los tratamientos evaluados (T1, T2 y T3), asi como la
prueba control, presentan valores superiores a los limites permitidos. Los recuentos de
coliformes totales oscilaron entre 1.61 x 105y 1.8 x 10* UFC/mL, mientras que E. coli mostrd

valores entre 1.77 x 105 y 2.2 x 10* UFC/mL, niveles que superan significativamente los
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criterios normativos para inocuidad en quesos frescos. Del mismo modo, los recuentos de
mohos y levaduras (1.05 x 10% a 2.8 x 10* UFC/mL) se encuentran por encima de los valores
esperados para productos lacteos de calidad higiénica aceptable. No obstante, se evidencia una
reduccion progresiva de la carga microbiana desde la prueba control hacia el tratamiento T3,
indicando que la incorporacion del suerofermento autdctono contribuyd a disminuir la
proliferaciéon microbiana, aunque sin alcanzar los niveles exigidos por la normativa. Este
comportamiento sugiere que el suerofermento ejerce un efecto inhibitorio parcial, pero que el
proceso de elaboracion requiere mejoras adicionales en higiene, manipulacién y control de

condiciones para garantizar la inocuidad del quesillo.
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VII. CONCLUSIONES

La incorporacion de suero fermento autdctono en la elaboracion del quesillo artesanal demostrd
ser una estrategia eficaz para mejorar la calidad microbiologica y sensorial del producto, sin
alterar de manera significativa el pH del queso. Los cultivos naturales provenientes del suero
lacteo permitieron aprovechar la microbiota acido-lactica propia del proceso, lo que contribuy6

al control microbiano y a la estandarizacion del producto final.

En los andlisis microbiologicos, se observd una disminucion progresiva y significativa de
coliformes totales, E. coli y mohos y levaduras conforme aumentd el porcentaje de suero
fermento, siendo el tratamiento T3 (36.7%) el més efectivo, con reducciones superiores al 70%
en todos los grupos microbianos. Esto confirma que las BAL del suero fermento ejercen un
efecto bioprotector natural, capaz de inhibir microorganismos indeseables y mejorar la

inocuidad del quesillo.

En los analisis fisicoquimicos, aunque el pH no presentd diferencias significativas entre
tratamientos, la acidez titulable si mostrd variaciones relacionadas tanto con la cantidad de
cultivo agregado como con la capacidad tampdn de la matriz del quesillo. Los tratamientos con
porcentajes intermedios y altos de suero fermento presentaron menores niveles de acidez,
evidenciando una interaccion entre la actividad fermentativa y la composicion proteica del

queso.

La evaluacion sensorial confirmé que el uso de suero fermento mejora la percepcion sensorial
del quesillo. La muestra 104 obtuvo las calificaciones més altas en aroma, sabor, textura y
aceptacion general, lo que demuestra que la incorporacion adecuada de cultivo favorece

atributos sensoriales deseables y un producto mas uniforme y agradable para el consumidor.

En conjunto, los resultados demuestran que el uso de suero fermento autdctono es una
alternativa viable, sostenible y funcional para fortalecer la calidad del quesillo artesanal. Su
aplicacion permite estandarizar procesos, mejorar la seguridad microbioldgica y potenciar las
caracteristicas sensoriales, contribuyendo asi al desarrollo de un producto mas competitivo y

alineado con las exigencias de calidad de consumidores.
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VIII. RECOMENDACIONES

Implementar el suero fermento autdctono en la elaboracion artesanal de quesillo, priorizando
porcentajes cercanos al 36.7%, ya que proporcionan mejores caracteristicas sensoriales y

reducen significativamente la carga microbiana.

Estandarizar el proceso de produccidon (temperatura, tiempos de reposo, incubacidon y
manipulacion) para garantizar que el suero fermento mantenga su actividad y que el producto

final sea uniforme en calidad e inocuidad.

Continuar evaluando el comportamiento del suero fermento durante el almacenamiento del
quesillo, para determinar su efecto en la vida util, textura, acidez y estabilidad microbioldgica

del producto.

Realizar estudios complementarios de identificacion microbiana, especialmente de las bacterias
acido-lacticas presentes en el suero fermento, con el fin de caracterizar su biodiversidad y su

potencial uso como cultivo iniciador local.

Capacitar a productores artesanales sobre el uso adecuado del suero fermento como cultivo
iniciador, ya que su aplicacion podria mejorar la seguridad alimentaria y aumentar la

competitividad del quesillo tradicional.
Explorar aplicaciones adicionales del suero fermento en otros productos lacteos locales, como

quesos frescos, requeson o bebidas fermentadas, para ampliar su aprovechamiento y reducir

atn mas el desperdicio de suero lacteo.
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