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I. INTRODUCCION

La exigencia de conservar los alimentos ha surgido desde tiempo atrds y se ha ido
evolucionado en la actualidad se ha utilizado técnicas de conservacion mediante la

congelacion, secado, ahumado, salado.

El queso fresco o madurado es un alimento que resulta de la precipitacion o coagulacion
de las caseinas de la leche de distintitas especies de hembras mamiferas, como cabras,
ovejas, vacas, bufalo etc, donde su valor nutricional del queso depende del proceso de
elaboracion, el queso artesanal es un alimento muy completo debido a su contenido en
proteinas, lipidos y minerales como el fosforo, calcio y vitaminas en leche frescas

(Bolivar & Rubén, 2015).

El ahumado en el queso artesanal, es un producto tradicional con un sabor y aroma
distintivo en Honduras, la calidad del queso ahumado depende en gran medida de la
microbiota presente durante su elaboracion y ahumado, esta microbiota estd compuesta
por una gran variedad de bacterias, hongos y levaduras que interactiian entre si y con el
medio ambiente para producir las caracteristicas sensoriales y seguridad del producto

final.

No obstante, no se ha realizados estudios completos para la determinacién de esto
microorganismos benéficos que puedan participan en la microbiota del queso ahumado,
tal caso esto permitira optimizar el proceso de elaboracion, mejorar la calidad y garantizar
su inocuidad, el presente estudio tiene como objetivo general determinar las bacterias,
hongos y levaduras benéficas que participan em la microbiota del queso ahumado

artesanal elaborado en la Universidad Nacional de Agricultura, Honduras.



Los resultados de este estudio contribuirdn conocimiento sobre la microbiota del queso
ahumado artesanal hondurefio, la cual podra ser utilizada para optimizar el proceso de

elaboracion, mejorar la calidad del producto final y garantizar la seguridad alimentaria.



II. OBJETIVO

2.1. Objetivos Generales
Determinar la microbiota en bacterias hongos y levaduras benéficas que participan en la

elaboracion de queso ahumado.

2.2. Objetivos Especificos

a) Elaborar queso ahumado a partir de una formula optimizada a escala de laboratorio.

b) Evaluar la presencia de microorganismo benéficos en la cascara y en el interior del

queso mediante MALDI-TOF MS.

¢) Realizar anélisis fisico-quimicos y microbiologicos al queso ahumado.



III. HIPOTESIS

3.1. Hipétesis nula (H,):

El tiempo y temperatura no altera significativamente la carga microbiana y propiedades

fisicoquimicas en el ahumado del queso.

3.2. Hipétesis alternativa (H1):

El tiempo y temperatura altera significativamente la carga microbiana y propiedades

fisicoquimicas en el ahumado del queso.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Produccion de queso en Honduras

Honduras ha sido un importante productor de leche en el &mbito regional, Honduras ha
sido calificado como uno de los pocos compradores en el circuito industrial y artesanal,
el circuito artesanal esta constituido por pequefias empresas que no pasteurizan la leche y
producen queso, mantequilla y quesillo, la produccion de queso artesanal es parte del

sector informal, porque operan sin permisos (Paz, 2014).
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Figura 1: Plantas procesadoras artesanales en Honduras

4.2. Produccion de queso en Olancho

Debido a la gran cantidad de leche que se produce diariamente en la region oriente de
Honduras, Olancho donde las personas que se dedican a la cria de ganado, pastoreo y
ordeno de vacas, las empresas procesadoras de leche se crean a nivel artesanal y se centran
exclusivamente en el mercado local, luego de lograr una amplia aceptacion en el mercado
regional y una sobreproduccion de leche por parte de los agricultores de la zona de
Olancho, los duefios de las empresas artesanales planean ingresar al mercado nacional
(Tegucigalpa) y en el mercado internacional, especialmente en El salvador y estados

unidos (Villafuerte, 2014).



4.3. Produccion de queso artesanal

La produccion de queso artesanal ha incrementado donde los productores de zonas rurales
han ganado popularidad en la actualidad, denominacién queso artesanal se refiere a
quesos hecho a mano usando pocos o ningun procedimiento mecanizados, de acuerdo con
las costumbres y practicas tradicionales que disponen de queseros cualificados a
diferencia de los quesos industriales que usan leche pasteurizada y los quesos artesanales

se prepara con leche cruda como materia prima. (Baez-Ramirez et al., 2016).

4.4. Queso

El queso es un alimento que ha nutrido al ser humano desde hace milenios, desde que se
pudo domesticar ciertos mamiferos hay una parte importante de la poblacion que consume
productos lacteos, y esto ha sucedido durante muchos afios(Villegas & de la Huerta,

2014).

Sin embargo el queso resulta de la precipitacion y coagulacion obtenida mediante la
separacion parcial del suero de la leche o leche reconstituida (entera, parcial o totalmente
descremada), los sumerios y egipcios se encuentran entre los primeros elaboradores de
queso; los pastores de Israel en tiempos precristianos ya lo realizaban; en Grecia clasica
y en Roma era considerado un alimento muy apreciado y cotidiano este se ha elaborado
desde tiempos prehistoricos a partir de la leche de distintas especies de hembra

mamiferas, como camellas, alces, vacas, cabras, ovejas (Rodiles-16pez et al., 2023).

4.2.1. Composicion nutricional del queso

Desde el punto de vista nutricional del queso pueden variar de acuerdo a funcion de su

contenido en grasa (Salvador et al., 2015) .



Tabla 1 Composicion nutricional del queso

Composicion Porcentaje (%)
Humedad (%) 59.6
Proteinas brutas (%) 17.2
Grasa bruta (%) 8
Acidos grasos Saturados (%) 0.87
Hidratos de carbono totales (%) 9
Azucares totales (%) 2.8
Cenizas (%) 23
Sodio (%) 0.60
Sal (%) 0.2
Calcio (mg/kg) 5688
Potasio total (K20) (mg/kg) 286
Fosforo total 0.30
Zinc (mg/kg) 259
Fibra alimentaria soluble (%) 1.8
Fibra alimentaria insoluble (%) 2.1
Vitamina D (ug/100 grs) 0.49
Vitamina E (mg/100 grs) 0.45
Vitamina A (ug/100 grs) 264

Fuente:(de Cangas Morén et al., 2019)

4.2.2. Clasificacion de los quesos

Segun (Silva, 2018) los quesos se pueden clasificar de diversas formas atendiendo a
aspectos como la coagulacion, tecnologia, corteza, humedad, etc. Concretamente, el Real

Decreto 1113/2006 establece los siguientes criterios de clasificacion:
e Segun el origen de la leche

Existen diversos tipos de leche, las mas utilizadas para elaborar quesos son la leche de
vaca, oveja, cabra y mezclas de las mismas, los productos elaborados con una mezcla de

leches son definidos como queso, pero los quesos elaborados con leche de dos o mas



especies deberan enumerar sus nombres en orden de proporcion descendente. Se puede

sustituir por el nombre del “queso mezcla”.

e Segln su maduracion

Queso fresco
Queso blando

Queso madurado

e Segun el contenido de grasa (%) sobre el extracto seco:

Extra graso: el que contenga un minimo de 60%.

Graso: el que contenga un minimo de 45% y un maximo de 60%.
Semigraso: el que contenga un minimo de 25% y un méaximo de 45%.
Semidesnatado: con un contenido minimo del 10% y un maximo del 25%.

Desnatado: contiene como minimo un 10% de grasa

4.5. Queso Ahumado

Es el queso que ha sido sometido a un proceso de ahumado en un tiempo y temperatura

controlable con la intencidon de conservar y mejorar sus caracteristicas sensoriales, sabor,

aroma y textura, el ahumado es el sabor diferenciado que el consumidor busca en este

tipo de

queso (Petit & Moreno, 2005).

v" Fuertemente Ahumado

Se trata de quesos que han estado expuestos al humo durante mas de ocho horas
o incluso varios dias, la textura es muy seca con una superficie muy rigida, color

dorado y un sabor y olor a humo muy fuerte.

v Ligeramente Ahumado

Se trata de un queso cuya exposicion al humo es relativamente corta, de 4 a 6
horas, la textura es algo flexible, el color es amarillento, el sabor y olor a humo es

muy tenue o ligero.



4.6.1. Valor nutricional del queso ahumado

Este queso posee un valor nutricional con un porcentaje de proteinas de 25%, grasas 27%,
cenizas 4% y su contenido de agua en un 42,5%, pero estos porcentajes de pueden varian
dependiendo el tipo de leche que se utilizara al momento de elaborar el queso, sin
embargo, este alimento forma parte del grupo de alimentos de humedad intermedia por

lo cual tiene una vida 1til en ambientes controlables (Najas, 2020).

4.6.2. Caracteristicas fisicas del queso ahumado

El ahumado de los quesos se utiliza actualmente para proporcionar caracteristicas
sensoriales de color, olor y textura, la caracterizacion de elaboracion y ahumado de los
quesos, ha cobrado gran importancia para garantizar a los consumidores la certeza que

estan consumiendo productos de calidad determinada.

4.6. Microbiota del queso

La microbiota de queso, cuya estructura comunitaria evoluciona a través de una sucesion
de diferentes grupos microbianos, juega un papel central en la fabricacion de quesos, las
sutilezas del caracter queso, asi como la vida ttil del queso y la seguridad, estdn
determinadas en gran medida por la composicion y evolucion de esta microbiota (Irlinger

& Mounier, 2009).

Hay mas de 1000 variedades de quesos producidos a escalas artesanales e industriales, la
microbiota asociado contribuye a la biopreservacion y al desarrollo de propiedades
organolépticas de los quesos, por lo tanto, desentraiiar la diversidad microbiana y el
funcionamiento de estos ecosistemas es un reto extraordinario para controlar mas
eficazmente la calidad y la seguridad de los quesos, todavia no se ha logrado un mayor

grado de seguridad microbiologica en los quesos (Irlinger & Mounier, 2009).



La diversidad microbiana de los quesos artesanales ha sido explorada cada vez mas
extensamente en los tltimos afnos. Muchos nuevos estudios se han centrado especialmente
en la deteccion e identificacion de hongos asociados con las cortezas de queso, esto no es
sorprendente dado que la composicion y abundancia de hongos en la superficie del queso
pueden contribuir significativamente a cualidades sensoriales deseables, al tiempo que
contribuyen a defectos, particularmente durante la maduracion, y los riesgos asociados

con la produccion de micotoxinas (Martin & Cotter, 2023).

En la produccion de queso a escala industrial, el procesamiento generalmente se realiza
mediante tratamiento térmico de la leche para controlar las poblaciones microbianas,
seguido de inoculacién en cultivo iniciador para garantizar la seguridad y reducir la
variabilidad en el producto final, pero afectando a las caracteristicas sensoriales originales

(Silva, 2018).

Aunque la mayor parte de microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras y mohos,
estan presentes en quesos en toda la maduracion. por lo tanto, contribuyen a la
maduracion, ya sea directamente a través de su actividad metabodlica, o indirectamente a
través de la liberacion de enzimas en la matriz del queso, después de la autolisis (Pereira

et al., 2010).

4.7.1. Bacterias en el queso

Las bacterias del acido lactico pueden ser homofermentativas, produciendo lactato a partir
de lactosa, y las bacterias heterofermentativas metabolizan la lactosa y producen lactato,
acetato, etanol y CO2, el microorganismo mas importante en el proceso de elaboracion
del queso es el cultivo lactico porque se trata de bacterias acido lacticas, la mayoria de las
cuales pertenecen a los géneros Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. y Lactococcus spp.
Pero también podemos encontrar microorganismo patdgenos y alterantes que pueden
colonizar el queso como ser Pseudomonas spp, Coliformes, Costridium spp. Listeria spp

Salmonella (Sanz, 2021).
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4.7.2. Hongos en el queso

Los hongos juegan un papel muy importante en los quesos, ya que pueden formar parte
del proceso de elaboracién de muchos tipos de quesos, en algunos casos, el crecimientos
de determinadas especies fungicas son consideradas como benéficas puesto que aportan
caracteristicas organolépticas y deseables, como ser Penicilllium camemberti, Mucor,
Cladosporium, Geotrichum, Epicoccum y Sporotrichum, pero si el crecimiento de estos
hongo no es controlable puede producir micotoxinas en ciertas condiciones de
crecimientos dando una seria de alteraciones en la produccion de olores y sabores

(NAVARRO, 2023).

4.7.3. Levaduras en el queso

Los quesos artesanales poseen una gran variedad de especies de levaduras que pueden ser
benéficas o perjudiciales para nuestra salud, principalmente estas levaduras son
pertenecientes a los géneros  Kluyveromyces  marxianus,  Saccharomyces
cerevisiae , Clavispora lusitaniae , Kluyveromyces lactis y Galactomyces geotrichum,
todas estas cepas crecen a un pH de 4,7 a 5,5 y temperaturas entre 15 y 35 °C (Binetti et
al., 2013). Las levaduras se encuentran en varios tipos de quesos, muchos preparados
comerciales contienen levaduras G. candidum, Candidautilis, Debaryomyces hansenii,

Kluyvero (NAVARRO, 2023).

Segun (Cardozo et al., 2018) las levaduras se pueden encontrar en diferentes variedades,
frecuentemente en alto niimero, ya que son microorganismo que puede contribuir de

manera significativa al queso, o por el contrario podria producir alteraciones en ellos.

4.7. Identificacion de bacterias, levaduras y hongos filamentosos mediante el método

MALDI-TOF

La espectrometria de masas es una técnica de determinacion estructural que permite
estudiar la distribucion de moléculas de una sustancia en funcién de su masa, MALDI-
TOF se ha convertido en una técnica cada vez mas utilizada para la identificacion de

levaduras debido a su facilidad de implementacion y su alta sensibilidad y especificidad.
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La identificacion se puede hacer transfiriendo biomasa directamente a la placa MALDI-

TOF (Oviafo, M., Rodriguez, V., Caballero, J. Mufioz, 2019).

Algunos estudios iniciales mostraban buenos resultados estudiando selectivamente
esporas, pero este método es poco practico en un laboratorio clinico, por lo que la mayoria
de los estudios se han dirigido al estudio conjunto de esporas ¢ hifas. En el caso de los
hongos, la extraccion convencional con &4cido férmico y acetonitrilo si mejora
sensiblemente los resultados. Otros métodos que se han probado, como la utilizacién de
perlas de vidrio para fragmentar las paredes, no parecen ofrecer resultados

significativamente superiores a la extraccion convencional (Siller-ruiz et al., 2017).

Actualmente el proceso de preparacion de aislados de hongos filamentosos para su
identificacion mediante MALDI-TOF ha sido generalmente mas lenta que la de las
levaduras, y esto debido a la dificultad de romper su pared celular, distintos estudios se
han enfocado en la identificacion de aislados clinicos pertenecientes a los géneros
Aspergillus, Fusarium, Pseudallescheria, Scedosporium y en el orden Mucorale,

(Oviafio, M., Rodriguez, V., Caballero, J. Mufioz, 2019).

12



V. MATERIALES Y METODO

5.1. Ubicacion

La elaboracion del queso ahumado hecho de manera artesanal se llevara a cabo en la
planta procesadora de lacteos (Figura 2) ubicada en las instalaciones de la Universidad
Nacional de Agricultura localizada en el barrio, El Espino de la ciudad de Catacamas-

Olancho, Honduras.

Figura 2: Planta Procesadora de lacteos.

Los anélisis microbioldgicos y fisicoquimicos en los laboratorios tecnologia de la leche
y el laboratorio de biotecnologia en la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira,

Valle del Cauca.

Figura 3: Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira
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5.2. Materiales y equipo

Materia prima: La leche de vaca que se utilizara, serd obtenida de la seccion de bovinos
de la Universidad Nacional de Agricultura, el resto de materias prima como el cuajo

liquido serd de la marca Marshall y la sal (NaCl).

Materiales requeridos: Tinas de acero inoxidables, liras, mesas, cuchillo, coladores,

mascarillas, gabachas, bolsas plasticas, tamices, cucharas.

Equipos e instrumentos: Balanza analitica, pH digital, balanza de humedad,
micropipeta, Termdmetro, beaker, matraz, bureta, MALDI-TOF MS.

5.3. Metodologia

El proceso de la investigacion se llevara a cabo en tres etapas (Figura 4).

Etapa 1

Elaboracion del
queso ahumado

Etapa 2
Analisis
fisicoquimicos

Etapa 3

Analisis
microbiologicos

Figura 4: Etapas de proceso de la investigacion
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5.3.1. Etapa 1: Elaboracion del queso ahumado.

Para la elaboracion del queso ahumado se llevard a cabo mediante una formula optimizada
de una tesis de grado, tomando como valor el tiempo de prensado, cultivo mesofilo (R-

704), cuajo liquido titaniun, tiempo y temperatura de ahumado (Gimenez, 2024).

Tabla 2: Formulacion del queso ahumado (Gimenez, 2024).

Ingredientes Cantidad
Leche de vaca 20 Its
Cuajo liquido 4 ml
Cultivo mesofilo (R-704) 4 gr
Sal 150 gr

Etapa 2: Analisis fisicoquimicos.

Tabla 3: Analisis fisicoquimicos

Tl[.m de ’an.allsls Método Funcién
fisicoquimicos
Medir la relacion entre el potencial medido por
el electrodo y la actividad del ion indicando su
pH pH metro grado de acidez o alcalinidad expresada como
pH (Goncalves, Y., Pérez, J., Dunia, E., Brito,
F., Oliveri, V., & Alfonsi, 2011).
Para determinar la concentracion exacta de un
Acidez Titulacion reactivo cuya concentracion se sabe solo en
forma aproximada
Consiste en separar y medir la grasa contenida
mediante un dispositivo llamado butirdmetro
utilizando un acido sulfurico que oxida e
hidroliza los componentes organicos de la
envoltura protectora de los globulos de la grasa
Por otra parte la adicion del alcohol isoamilico
facilita la separacion de la grasa(Martinez &
Lopez, n.d.).
Se determinara mediante una estufa basado en
la perdida de peso por evaporaciéon a una
temperatura de 105 °C aproximadamente 8
horas, al transcurrir el tiempo se hace el pesado
final con una balanza analitica (Gémez-Flores
etal., 2019).
El calculo de porcentaje de humedad:
%Humedad = ([(Peso inicial — Peso final) /
peso inicial]* 100).

% Grasa M. Van Gulik

% Humedad M. desecacion
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Esta técnica se basa en la digestion de la
materia organica de la muestra con 4cido
sulfurico convirtiendo todo el nitrégeno en
amonio, mediante de una destilacion el amonio
se separa de la muestra y se captura el acido

. borico, la cantidad de amonio atrapado se
M. micro

% Proteinas Kieldahl realiza mediante una titulacion indicando la
) cantidad del nitrogeno(Gémez-Flores et al.,
2019).

Una vez obtenida la cantidad de nitrégeno se
utilizara la siguiente formula:
% proteinas = %N * 6.25

5.3.2. Etapa 3: Analisis microbioldgicos.

Tabla 4: Analisis microbioldgicos

Tipo de analisis microbiologicos Método
Recuentos de bacterias acidos lacticos.

Recuento de lavaduras y hongos MALDI-TOF MS

filamentosos.

5.4. Variables

5.4.1. Variables dependientes

+ Carga microbiana (bacterias, hongos y levaduras)

¢ Propiedades fisicoquimicas (%egrasa, %proteinas, % humedad, acidez, pH)

5.4.2. Variables independientes
% Tiempo de ahumado

% Temperatura de ahumado

5.4.3. Variables de respuestas

Tabla 5: Variables de respuestas

UFC UFC UFC % % %

i H
bacterias hongos levaduras proteinas grasa humedad acidez p
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5.5. Tratamientos

Tabla 6: Tratamientos

Temperatura (°C) Tiempo de ahumado (h)
Tl 55 4h
T2 55 5h
T3 55 6h

Nota: Estos son los tratamientos que utilizo Cristian Giménez en su Tesis de posgrado
donde el buscaba evaluar la parte de aceptabilidad del queso ahumado, por la cual obtuvo
mayos aceptabilidad en el T3 con un 83% y para darle continuidad al tema se trabajara

con la formula del T3 a la cual se le realizardn andlisis fisicoquimicos y microbiologicos.

5.6. Analisis de datos

Los analisis de datos se haran con el software especializado para el analisis de espectros

MALDI-TOF MS para la identificacion de microorganismos.

Para realizar las diferencias significativas entre la evaluacion fisicoquimicas de las
muestras se evaluaran mediante andlisis de varianza (ANOVA) y las medidas de
comparacion mediante la pruebas de Turkey a un nivel de probabilidad al 5% mediante

el software InfoStat (Najas, 2020).
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Tabla 7: Tabla de presupuesto

VI

PRESUPUESTO

Elaboracion del Queso ahumado

. ey . Precio de | CostoTotal
Descripcion | Cantidad ventas (Lps) | (Ips)
Leche de
vaca (Lts) 200 15 3000
Cloruro de
calcio (Lbs) | > 10 150
Cuajo
microbiano 1 200
Marshall (Lt) 200

Cultivo
lactico (STI-|1 800 800
13)
Total 4150

Analisis microbiolégicos y fisicoquimicos en Lavras, Brasil

CostoTotal
Meses Precios ($
@ aps)
Vuelo (ida y 1000 25000
vuelta)
Vivienda 9000
3 125
Transporte 4 100
Alimentacion 12000
3 160
Total 46100
Total de presupuesto 50250




VII. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 8: Cronograma de actividades

Meses

Actividad
Abril Mayo Junio Julio Agosto Septiembre

Semana HI|IV T | I O IV|T | I | O IvV| T I0 [IIH IV | 1 | II [ II |1V I

Elaboracion de
informe de
anteproyecto de
tesis.

Defensa de
anteproyecto de
tesis

Elaboracion de
queso ahumado
(Honduras)

Toma de muestras

Llegada a
Colombia

Analisis
fisicoquimicos de
muestras

Analisis
Microbiologico

Levantamiento de
datos

Elaboracion de
informe final de
anteproyecto
(Colombia-
Honduras)

Regreso a
Honduras

Defensa final de
tesis (Honduras)
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