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RESUMEN 

La industria láctea formal procesa 2‟662.560 litros diarios, de los cuales el 31% 

se destina a la elaboración de quesos. El queso fresco es un producto con alta 

demanda en el Ecuador; debido a sus características nutricionales, 

organolépticas y precio accesible. Sin embargo, existe la problemática de 

contaminación microbiológica de productos lácteos principalmente por 

Escherichia coli que causa diversas enfermedades gastrointestinales. Para 

evitar su proliferación se ha usado aditivos conservantes que reducen el 

crecimiento de bacterias y mantienen las características organolépticas del 

producto. Entre los aditivos utilizados en queso fresco se encuentra la nisina. 

La nisina no actúa contra bacterias Gram negativas, sin embargo en algunos 

estudios se ha propuesto que al combinarlas con EDTA pueden penetrar y 

afectar a las células de bacterias Gram negativas. El objetivo principal de este 

proyecto es evaluar el efecto conservante de nisina y EDTA sobre el 

crecimiento Escherichia coli. Para esto se realizó un tratamiento testigo y tres 

tratamientos con distinta concentración de aditivos que se utilizaron en la 

elaboración de queso fresco, el cual fue inoculado con (4.0 X104) de 

Eschereichia coli y almacenado. Para determinar la sinergia existente entre los 

aditivos contra en crecimiento de este patógeno, se realizó un recuento 

microbiano en placas NeoflimTm, en los días 5, 8 y 12. Los resultados obtenidos 

demuestran que el tratamiento 1 (100 mg/kg de EDTA y 25 mg/kg) fue el más 

efectivo porque redujo al 50% la población microbiana. Es decir, el EDTA 

ejerció un efecto inhibitorio en los tratamientos de mayor concentración de este 

aditivo. En efecto a mayor concentración de este conservante,  el crecimiento 

de Eschericha coli fue menor. En futuros ensayos se recomienda analizar la 

funcionalidad que tiene la nisina y el EDTA por separado, con el fin de 

determinar de mejor manera el efecto antimicrobiano que tiene cada 

conservante sobre el crecimiento de Escherichia coli.  



ABSTRACT 

In Ecuador the dairy industry processes 2'662,560 liters per day, 31% is used 

for cheese making. Fresh cheese is a product with high demand nationwide; 

due to its nutritional, organoleptic characteristics and low price. However, there 

is a microbiological contamination problem of dairy products, mainly due to 

Escherichia coli, which causes various gastrointestinal diseases. Preservative 

additives have been used to prevent microbiological proliferation but also 

maintain the organoleptic characteristics of the product. One of the additives 

used in fresh cheese is nisin. Nisin does not act against Gram negative 

bacteria, however, in some studies it has been proposed that when nisin is 

combined with EDTA, both of them penetrate and affect the Gram negative 

bacteria. The main objective of this project is to evaluate the preservative effect 

of nisin and EDTA on Escherichia coli growth. For this, a control treatment was 

carried out and three treatments with different concentrations of additives were 

used in the elaboration of fresh cheese, which was inoculated with (4.0 X104) of 

E. coli and stored. To determine the synergy between the anti-growth additives 

of this pathogen, a microbial count was performed on NeoflimTm plates, on days 

5, 8 and 12. The results obtained showed that treatment 1 (100 mg / kg EDTA 

and 25 mg / kg) was the most effective because it reduced the microbial 

population by 50%. In conclusion, a higher concentration of EDTA and nisin 

exerted an inhibitory effect in the treatments, showing a lower concentration of 

Escherichia coli. In future trials it is recommended to analyze the functionality of 

nisin and EDTA separately, to determine the antimicrobial effect of each 

preservative on the growth of Escherichia coli.  
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 INTRODUCCIÓN 1.

 

La contaminación microbiana en productos lácteos puede darse a lo largo de la 

cadena productiva Escherichia coli el microorganismo encontrado más 

frecuentemente en el queso fresco (Faleiro,2009). Escherichia coli es una 

bacteria es gram-negativa en forma de bacilos, no genera esporas, puede ser 

móvil por flagelos que rodean su cuerpo, capaz de crecer en medios 

anaerobios y aerobios a 37° (FAO,2015).  

 

Para evitar la proliferación de esta bacteria en la industria láctea se usan 

aditivos conservantes (Abril y Pilco, 2013). Para esto los aditivos conservantes 

deben estar incluidos en la legislación vigente (Inen Codex 192-2016) según 

esta normativa se detalla la aplicación de nisina. La nisina es una sustancia 

polipeptídica producida por Lactococcus lactis a partir de una fermentación en 

medio lácteo modificado. Esta sustancia presenta actividad antimicrobiana 

contra un rango limitado de bacterias Gram-positivas (Proquiga,2011).  

 

Es decir, la nisina es efectiva contra gram-positivas pero no gram-negativas ya 

que tiene una membrana externa y una fina capa de peptidoglicano, a 

diferencia de la gram-positiva que tiene una pared celular gruesa compuesta de 

peptidoglicano pero no posee membrana celular externa (Mejia,2016).  

Estudios realizados por Burbano (2017), mencionan que al aplicar la nisina en 

conjunto con el EDTA pueden penetrar hasta la membrana y afectar a las 

células de bacterias gram negativas. 

 

Existe la problemática de contaminación microbiológica de productos lácteos 

principalmente por Escherichia coli  que causa diversas enfermedades 

gastrointestinales. Cabe mencionar que los aditivos conservantes reducen el 

crecimiento de bacterias y además mantienen las características 

organolépticas del producto. De tal manera, el alcance de este trabajo de 

titulación es presentar una propuesta para evaluar el efecto conservante de 

Nisina y EDTA en queso fresco, lo que representa una alternativa para 
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elaboración de quesos con mejor calidad microbiológica y que no cause daño 

al consumidor (López, 2010). Para esto se aplicara métodos de recuento 

microbiano específicos para determinar a qué dosis de conservantes se podrá 

inhibir el crecimiento de E. coli.   

 OBJETIVOS 2.

 Objetivo General 2.1

Evaluar el efecto conservante de Nisina y EDTA sobre el crecimiento de 

Escherichia coli en queso fresco 

  Objetivo específico 2.2

 Analizar la evolución del recuento microbiano en queso fresco contaminado 

con E. coli a lo largo de su vida útil  

 Determinar la concentración efectiva de EDTA y Nisina para el control de E. 

coli en queso fresco según la norma INEN 1528- 2012. 

 MARCO TEÓRICO 3.

 Generalidades de la leche para la elaboración del queso fresco 3.1

 Calidad nutricional 

La leche cruda, es un producto que se obtiene por medio de las glándulas 

mamarias de las vacas (Pérez, 2011). Delgado,  Parisaca, Quispe, Delgado y 

Aduviri, (2016), mencionan que la leche contiene una alta gama de nutrientes: 

proteína, grasa, minerales, vitaminas. Sin embargo, estos componentes, no 

siempre se encuentran en la misma proporción puesto que depende de ciertos 

factores como: genética, fisiología, alimentación, etc. 

 Calidad organoléptica 

La leche debe ser blanca opaca o ligeramente amarillenta. El color depende del 

porcentaje de presencia de moléculas de grasa, proteína y las partículas de 
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suspensión coloidal. Al adicionar agua o descremado, el color se vuelve blanco 

azuloso (Celis y Juárez 2009). La normativa nacional (NTE INEN 9:2012), 

menciona que el olor, debe ser suave, lácteo. El sabor debe ser dulce, debido a 

la lactosa. El aspecto tiene que ser homogéneo, libre de materias extrañas. 

 Calidad higiénica 

La calidad higiénica se define por el  contenido microbiano presente en la leche 

que perjudica de manera significativa en la vida útil de la materia prima como 

del producto terminado (Abril y Pilco, 2013).  La contaminación bacteriana, 

además de alterar las propiedades fisicoquímicas de la leche, constituye un 

gran riesgo para la salud humana por la posible presencia de patógenos y sus 

correspondientes toxinas.  

  Fuentes de contaminación de la leche  3.2

La presencia de microorganismos en la leche puede incrementarse con la 

existencia accidental de diversos tipos de contaminantes. 

 Contaminación Intrínseca.  

Esta contaminación se relaciona con el estado del animal y  la limpieza de 

ubre, a través de las siguientes vías  

 Vía descendente: Las glándulas mamarias son infectadas por la sangre 

proveniente del animal y el principal microorganismo encontrado es 

Mycobacterium, causante de tuberculosis (Buñay y Peralta, 2015). 

 Vía Ascendente: La bacterias se adhieren a la ubre por malas 

condiciones de ordeño, edad de la vaca y el medio ambiente (Buñay y 

Peralta, 2015). Principalmente se encuentran los siguientes 

microrganismos Streptococcus y Corynebacterium, causantes de la 

mastitis en las vacas (Villegas y Freire,2011). 

 

 

 Contaminación extrínseca. 
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Esta contaminación depende del medio externo en donde se ordeña la vaca. La 

leche al salir de la ubre se expone a varias fuentes de contaminación 

microbiana que condicionan su manejo posterior (Buñay y Peralta, 2015), tales 

como: medioambiente, limpieza del animal, limpieza y salud del personal que 

trabaja, limpieza de máquinas, equipos, utensilios y la calidad del agua 

(Villegas y Freire,2011) 

 El queso 3.3

Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra duro, 

madurado o no madurado y que puede estar recubierto, en el que la proporción 

entre las proteínas de suero y la caseína no sea superior a la de la leche‟‟ (NTE 

INEN 2829:2013). El queso es el  resultante de la coagulación enzimática y/o 

de la coagulación acida de la leche, crema, suero de leche, o la mezcla de los 

mismos, en donde por acción del cuajo se drena el suero formado, respetando 

los principios de la elaboración del queso (NTE INEN 2829:2013). 

En la tabla 1, se explica la clasificación del queso, según su contenido de grasa 

que está dado sobre el extracto seco; es decir el % de materia grasa se 

determina una vez que el queso esté desuerado (Burbano, 2016). El contenido 

de humedad está definido por el porcentaje de humedad del queso sin tomar 

en cuenta la grasa (Burbano, 2016). Finalmente, según su maduración, se basa 

en el grado de maduración del queso después de su fabricación (Burbano, 

2016). 

Tabla 1. 

Clasificación del queso 

Contenido en Materia 

grasa 

Contenido de humedad Por maduración 

>60 % Extra Graso < 51 Extra duro Consumo al finalizar  

la producción 

Fresco 

45-60 % Graso 49 y 56% Duro Consumo 7 días 

después 

Tierno 
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25-45 % Semi graso 54 y 63% Semiduro Consumo de 20 a 35 

días 

Semicurado 

10-25 % Bajo contenido 

de grasa 

61 y 69% Semiblando Consumo de 45 a 

105 días 

Curado 

<10 % Desnatado >67 % Blando Consumo 100 a 180 
días 

Viejo 

 Tomado de (Burbano, 2016) 

 Producción de queso en Ecuador 3.4

La industria láctea formal procesa 2‟662.560 litros diarios, de los cuales el 31% 

se destina a la elaboración de quesos; un 27% representa la leche en funda; 

20% leche en cartón; 11% para leche en polvo; 10% para yogurt y el 1% para 

otros productos lácteos figura 1. (Cil,2014).  

 

Figura 1.Porcentaje de destino de leche para la elaboración de productos 

Tomado de (Cil,2014) 

 El queso fresco 3.5

„„El queso fresco es un producto preparado con leche entera, semidescremada, 

coagulada con ácidos orgánicos y/o enzimas‟‟ (NTE INEN 1528:2012). El 

producto final es un queso no madurado, sin corteza moldeado con una textura 

firme (Alcívar, 2015). 

31% 

27% 
20% 

11% 

10% 

1% 

Queso 

Leche en funda 

Leche en 
carton 

Leche en 
polvo 

Yogurt 
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 Proceso de elaboración del queso fresco  3.5.1

La leche cruda debe cumplir con porcentajes adecuados de microorganismos, 

contenido de células somáticas y residuos de sustancias no deseables en la 

leche para asegurar que la materia prima es de calidad (Sánchez, 2015). En la 

tabla 3, se muestran los requisitos microbiológicos, y células somáticas que 

debe cumplir la leche cruda para ser procesada.  

Tabla 2. 

Requisitos microbiológicos leche cruda 

 

  

  

 

Tomado de (NTE INEN 9 : 2015) 

Tabla 3.  

Límites máximos para contaminantes 

Requisito Unidad Límite máximo 

Plomo mg/kg 0.02 

Aflatoxinas µg/kg 0.5 

Tomado de (NTE INEN 9:2015) 

Además de esto se realizan pruebas de control de calidad fisicoquímico y 

microbiológico a la leche, entre esas se destacan las siguientes pruebas:  

Requisito Límite máximo 
 

                                 

Recuento de microrganismos 
aerobios mesófilos  

                                                            
(Ufc/cm)3 

 

1,5 x 10^6 

                                                                  
Recuento de células somáticas  

                                                                 
(unidades/cm3) 

 
7,0 x 10^5 
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 Prueba de acidez: También conocida como prueba ATECAL, consiste en 

determinar la acidez causada por la transformación de la lactosa a ácido 

láctico, de tal manera la acidez es un indicador de la presencia microbiana.  

El ácido láctico de la leche cruda debe ser de 15°D a 19°D (Livia,2005). 

 

 Prueba de pH: Se determina la concentración de iones de hidrógeno, el pH 

es inversamente proporcional a la acidez en grados dornic, donde el pH 

óptimo de la leche es de 6,6 ya 6,8 (Livia, 2005). 

 

 Prueba de alcohol: Se genera una deshidratación a ciertos coloides  

hidrófilos, produciendo una desnaturalización cuando la leche no se 

encuentra estable, indicando que la leche no está en buenas condiciones 

para ser utilizada (Molina, González, Brito, Carrillo y Pinto, 2001). 

 

 Prueba de densidad:  Esta prueba está relacionada directamente con la 

cantidad de grasa, sólidos no grasos y agua presente en la leche, es decir 

que se determina la relación existente entre el volumen y la masa  

dependiendo de la temperatura y de la presión (Livia, 2005).  

Al recibir la leche que cumple con todos los parámetros de calidad, esta es 

filtrada y almacenada a temperaturas inferiores a los 10°C. La leche al estar a 

bajas temperaturas reduce el crecimiento bacteriano y los ácidos grasos libres. 

(Sánchez, 2015).  

Después se procede a pasteurizar la leche a 73°C durante 15 segundos. De 

esta manera, se asegura la destrucción de todo tipo de microorganismo 

patógeno (Sánchez, 2015). No es aconsejable un tratamiento térmico muy 

elevado, ya que causa una disminución de la aptitud de la leche para coagular, 

lo que representa mayor tiempo de coagulación, un desuerado más lento 

(Valbuena, Castro,  Lima,  Acosta , Bríñez  y Tobar, 2004). En la tabla 4, se 

observa los requisitos microbiológicos de la leche pasteurizada. 
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Tabla 4 

Requisitos microbiológicos de la leche pasteurizada 

Requisito N M M C Método de ensayo 

Recuento de 
microorganismos mesófilos , 
UFC/cm3 

5 30.000 50.000 1 NTE INEN 1529-13 

Recuento de coliformes, 
UFC/cm3 

5 <1 10 1 AOAC 991.14 

Detección de Listeria 
monocytogenes /25 g 

5 0 - 0 NTE INEN 1529-14 

Detección de Salmonella en 
25g 

5 0 - - ISO 11290-1 

Recuento de Escherichia Coli 
UFC/g 

5 <10 - 0 NTE INEN 1529-15 

Tomado de (NTE INEN 10:2012) 

Después de la pasteurización, la leche pierde gran parte del cloruro de calcio 

que se encuentra en forma natural en la leche. Para esto se agrega cloruro de 

calcio con la finalidad de mejorar el rendimiento, y tener un mejor rendimiento 

en la cuajada. (Becerra y et al, 2015).  

Seguidamente, se añade cuajo líquido a la leche a una temperatura entre 38 y 

40°C (INTI, 2011). El cuajo actúa desestabilizando a la caseína, lo que da lugar 

a la formación de un "gel" o coágulo que engloba al suero y a los glóbulos 

grasos en su interior. Igualmente, su actividad proteolítica conduce a la 

formación de compuestos que serán utilizados por las bacterias del fermento 

para su multiplicación (Walstra, Geurts,Noomen, Jellema, Boekel,2001).  

Transcurridos 30 minutos de la acción del cuajo se procede al corte y al 

desuerado. El grano resultante del desuerado se distribuye en los moldes para 

prensar y moldear la cuajada durante de 30 minutos, para finalmente 

almacenar una temperatura de refrigeración y evitar contaminación cruzada 

(INTI,2011). 
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 Factores que afectan la calidad del queso  3.5.2

 La calidad del queso fresco depende principalmente del pH. El pH provoca 

cambios en la cuajada del queso generando una relación directa en la 

sinéresis, es decir a mayor acidez, mayor sinéresis (Becerra y et al, 2015). Así 

mismo, una humedad excesiva afecta directamente al sabor y a la textura 

durante la conservación (Alcívar, 2016). Otro factor que afecta la calidad de la 

leche, es la sal en altas concentraciones que reduce la actividad enzimática 

proteolítica; provocando un aumento en la salida de agua presente en la 

sinéresis. Por ende, se reduce la humedad y se obtiene mayor dureza en el 

queso (Alcívar, 2016). En  tabla N° 6,  se detalla el contenido máximo de 

humedad y contenido mínimo de grasa que debe cumplir el queso.  

Tabla 5. 

Requisitos de contenido de humedad y grasa para queso fresco 

Tipo o clase Humedad % máx 
NTE INEN 63 

Contenido de grasa en 
extracto seco, % m/m min 
NTE INEN 64 

Semiduro 55 - 
Duro 40 - 
Semiblando 65 - 
Blando 80 - 
Rico en grasa - 60 
Entero o graso - 45 
Semidescremado - 20 
Descremado  - 0.1 

Tomado de (INEN 2012) 

Jácome y Molina (2008), afirman que la calidad del queso depende de la 

calidad de la leche cruda, proceso de elaboración del producto y finalmente de 

la contaminación microbiológica. 

 Principales microorganismos encontrados en el queso fresco 3.5.3

El queso por su naturaleza es uno de los alimentos con mayor facilidad de 

alteración de origen microbiológico, puesto a que tiene pH de 5.3, aw de 0.98 y 
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nutrientes, que benefician al crecimiento de varios microorganismos 

(Moreano,2009). Entre los principales microorganismos encontrados en el 

queso están Enterobacteriaceas, Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Salmonella y Escherichia coli (Alcívar, 2016). Cabe mencionar 

que la Escherichia coli es el microorganismo más frecuente en la elaboración 

de quesos (Moreano,2009). 

 Escherichia coli 3.6

La Escherichia coli es una bacteria, gram-negativa en forma de bacilo, que no 

genera esporas, puede ser móvil por flagelos que rodean su cuerpo, capaz de 

crecer en medios anaerobios y aerobios a 37° (FAO, 2015). En la tabla 7, se 

describen los principales factores que determinan el crecimiento de E coli.  

Tabla 6  

Condiciones de crecimiento de E coli. 

Factores Mínimo Optimo Máximo 

Temperatura 7-8 35-40 46 

Ph 4,4 6-7 10 

Actividad del agua 0,95 0,995 ----- 

Tomado de (Elika,2013) 

 Pruebas bioquímicas para la identificación de E coli 3.6.1

Las pruebas bioquímicas son una serie de análisis que sirven para determinar 

la actividad metabólica de una cepa pura de microorganismos, al poner en 

evidencia las características metabólicas propias, es decir, si fermentan 

azúcares, degradan compuestos, producen compuestos coloreados, etc. 

(Bailón, Cruz, y Cervantes, 2003) 

Para determinar la presencia de E coli se realizan las siguientes pruebas: 
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 Pruebas SIM 

La prueba de (Sulfuro-Indol-Motilidad), se basa en determinar la producción de 

H2S a partir de aminoácidos azufrados. La prueba de indol se emplea para 

detectar la presencia de la enzima triptofanasa en bacterias, que degrada el 

aminoácido triptófano a indol, al añadir el reactivo de Kovacks (Bailón, Cruz, y 

Cervantes, 2003) 

 Prueba Ureasa  

Esta prueba se utiliza para determinar la capacidad de los microorganismos 

para hidrolizar la urea, formando dos moléculas de amoníaco por la acción de 

la enzima ureasa.  (Wiener,2000). 

 Prueba de TSI 

Esta prueba se utiliza  para  la  identificación  de  patógenos  entéricos  gram 

negativos. Se emplea para detectar la fermentación de lactosa, sacarosa y 

glucosa, con formación de ácido y gas, y también para detectar producción de 

ácido sulfhídrico.  (Valtek,2000)  

 Prueba Citrato 

Esta prueba es utilizada para la diferenciación de enterobacterias en base a la 

capacidad de usar citrato como única fuente de carbono y energía 

(Wiener,2000). 

  Conservación del queso fresco 3.7

Para mantener la calidad del queso, se conserva con frío, calor, conservantes 

químicos o una combinación de estos métodos (Llumiquinga,2017). Otras 

formas de conservar los alimentos incluyen la fermentación (Abril y Pilco, 

2013). 

Los aditivos conservantes son sustancias que se incorporan al alimento para 

aumentar el tiempo de vida útil, seguridad y estabilidad microbiológica (Ibáñez, 
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Torre e Irigoyen, 2006). Villada (2010), menciona que son sustancias que 

pueden llegar a inhibir el crecimiento microbiano, además de retardar o detener 

procesos que provoquen el deterioro del queso. Entre los aditivos utilizados 

para la conservación del queso, se encuentra la nisina.  

La nisina es una bacteriocina sintetizada por Lactococcus lactis permitida por la 

(OMS) para ser utilizada como conservante en las industrias alimenticias 

principalmente en los productos lácteos (Proquiga, 2011).  Este conservante 

tiene efecto antimicrobiano contra bacterias gram-positivas, puesto que estas 

se encuentran desprovistas de membrana celular para que ataque a la célula 

(Sierra, Montoya y Ciro 2013). En la tabla N° 7 se detalla la dosis máxima 

utilizada en diferentes productos lácteos. 

Tabla 7. 

Dosis máxima de nisina en producto lácteos 

Alimento Dosis máxima (mg/kg) 

Nata (crema) cuajada (natural / simple)  10  

Queso no madurado 12.5  

Queso madurado 12.5  

Productos análogos de queso 12.5  

Queso de proteínas del suero 12.5  

Postres lácteos (como pudines,  
yogur aromatizado o con fruta) 

12.5  

Tomado de (INEN CODEX 192- 2016). 

Estudios realizados por Burbano (2017), mencionan que al aplicar la nisina en 

conjunto con el EDTA pueden penetrar hasta la membrana y dañar la célula de 

bacterias gram negativas.  

Etilen Diamino Tetra Acetatos, más conocido como EDTA, actúa de forma 

indirecta como conservante, ya que es antioxidante y secuestrante de iones 

que estabilizan la capa de lipopolisacáridos de ciertos microorganismos 

(Ramírez, 2005). En la tabla N 8, se detalla las dosis máximas de EDTA. Sin 
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embargo, no se contempla el uso en queso fresco debido a que no se ha 

evaluado su funcionalidad en este producto. 

Tabla 8. 

Dosis máxima de EDTA en alimentos 

Alimento Dosis máxima  

(mg/kg) 

Grasas para untar, grasas lácteas  
para untar y mezclas de grasas para untar 
 

100  

Salsas no emulsionadas (p. ej. salsa de 
tomate “ketchup”, salsas a base de queso, 
salsas a base de nata (crema) y  
salsas hechas con jugo de carne asada 
“gravy”) 
 

75 

Cerveza y bebidas a base de malta 
25  

Pescado y productos pesqueros cocidos 
 50  

Complementos alimenticios 
150  

Tomado de (INEN CODEX 192- 2016). 

 METODOLOGÍA 4.

 Manejo experimental 4.1

 Elaboración del queso fresco 4.1.1

El proceso de elaboración de queso fresco, de acuerdo al protocolo descrito 

por (Walstra, Geurts, Noomen, Jellema, Boekel, 2001). Se detalla en la figura 2. 

Al recibir la leche cruda se realizaron pruebas de calidad como; ATECAL, para 

realizar esta prueba se recolecto 10 mL de leche, y se agregó 4 gotas de 

fenolftaleína, después se agregó hidróxido de sodio hasta que la leche cambie 

de color a rosa pálido. En la prueba de alcohol se tomó 5mL de leche y se 

agregó 5 mL de alcohol y se verificó si hubo cambios en la leche. 

Posteriormente se recolectó 2ml de leche y 2ml del reactivo california mastitis 

test y se determinó los cambios presentes. Y finalmente se realizó la prueba de 
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la densidad, en donde se colocó 30 mL de leche y se determinó la densidad 

con la ayuda de un densímetro.  

Una vez realizadas las pruebas y determinar que la materia prima es de 

calidad, se calentó la leche en la marmita y se agregó sal y sorbato de potasio.  

Al llegar a temperatura de pasteurización de 73°C. Se dejó esta temperatura 

durante 1 minuto e inmediatamente se disminuyó a 40ºC. Continuamente se 

añadió cloruro de calcio y se agitó la leche durante 10 minutos.  

Posteriormente se dividió los 28 litros de leche en cuatro partes por igual, para 

agregar las diferentes dosis de los conservantes. El tratamiento (1) de 8 litros 

de leche, se agregó  700 mg/kg de EDTA y 75 mg/kg. El tratamiento (2) de 8 

litros de leche se agregó 525 mg/kg de EDTA y 350 mg/kg. El tratamiento (3) 

de 8 litros de leche, se agregó 350 mg/kg de EDTA y 525 mg/kg de nisina. En 

el tratamiento (4) no se agregó ningún aditivo. A los 4 tratamientos se agregó 

cuajo en la misma cantidad a una temperatura de 38° C y se dejó reposar por 

30 min. Después se procedió al corte de la cuajada para el desuerado. Una vez 

obtenido el grano se colocó en recipientes adecuados para el moldeo y el 

prensado Después de 30 minutos del prensado, se empacó y se almacenó a 

temperatura de refrigeración (6 °C). 
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Figura 2. Diagrama de elaboración de queso fresco 
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 Procedimiento para identificación de E coli 4.1.2

A continuación, se describen las pruebas realizadas para la identificación de 

Escherichia coli 

 Tinción Gram 

La colonia recogida del medio MacConkey se colocó en el porta objeto. 

Continuamente se fijó la muestra agregando metanol durante un minuto. 

Posteriormente, se adicionó cristal violeta por un minuto, después se enjuagó 

con agua estéril. Seguidamente, se agregó lugol y se esperó un minuto. 

Continuamente se adicionó alcohol, acetona y se dejó reposar durante 30 

segundos y luego se enjuagó con agua estéril. Rápidamente se agregó 

safranina durante un minuto. Y finalmente se agregó una gota de aceite mineral 

para poder visualizar en el microscopio (Gamazo, López, Díaz, 2005).  

 Prueba SIM 

Se recogió una colonia de E coli del medio MacConkey y se sembró el inoculo 

en el centro del medio del tubo hasta la mitad de su profundidad. Finalmente se 

incubó por 24 h a 37°C, transcurridas las 24 horas se agregó cinco gotas del 

reactivo kovac para determinar la presencia de indol (Hardy Diagnostics, 2009). 

 Prueba Urea 

Con el asa estocada se procedió a inocular una colonia de E coli en el medio 

urea y se dejó en incubación por 24 horas  a 37 °C (MacFaddin, 2003).  

 Prueba TSI 

Se procedió a tomar una colonia del medio MacConkey con un asa recta para 

sembrar inclinadamente en la base del tubo, extendiendo la muestra de lado a 

lado  por  la superficie del agar  y se incubó por 24  horas a 37°C  (Koneman, et 

al. 2008). 
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 Prueba de Citrato 

Se tomó una colonia del medio MacConkey y se sembró inclinadamente 

realizando una sola estría en la superficie del medio (Gamazo, López, Díaz, 

2005). Y se incubó a 37°C por 24 horas para determinar el resultado. 

 Inoculación artificial con E. coli del queso fresco 4.1.3

 Preparación del inoculo e inoculación en queso fresco  

Una vez que se verifica y se confirma el vial E coli, se tomó 1000 ul de E coli 

25922 ATTCC para sembrar en 90 ml de TSB y se incubó por 24 horas a 37°C 

(anexo 9).  

A partir de este inóculo, se realizaron diluciones seriadas del medio TSB a 

solución salina sembrando 1 ml por duplicado en cada una de las placas de 

agar nutritivo. Posteriormente se dejó a incubación por 24 horas a 37°C. 

Finalmente, se seleccionó la placa que obtuvo entre 30 y 300 colonias 

(Burbano,2017). Posteriormente, utilizando la cámara de flujo laminar, se 

inoculó superficialmente 40.000 µl de en cada tratamiento. Finalmente se 

empacó y se almacenó a una temperatura de refrigeración de 6 °C durante 12 

días 

 Evaluación y recuento microbiano 4.1.4

El análisis microbiológico del queso, se realizó mediante placas NeoflimTm, las 

cuales son aprobadas por la AOAC 070901. El recuento microbiano se realizó 

a lo largo de la vida útil del queso en el día 5, 8 y 12. Para esto se tomó 10 

gramos del queso y se agregó en 90 ml de agua peptonada. Esta mezcla se 

homogenizó en fundas stomacher durante 2 minutos. Una vez ya 

homogenizada la muestra problema, se realizó diluciones seriadas por 

duplicado hasta 10-6, tomando 1000 ul de cada dilución para la siembra en 

placas Neoflim Tm y se incubó a 37 °C durante 24 horas, transcurridas las 24 

horas se procedió a realizar el contaje de las diluciones con colonias que 
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estaban en un rango de 30-300 Ufc (Camacho, Giles, Ortegón, Palao, 

Serrano y Velázquez, 2009). 

 Método estadístico 4.2

Para determinar la dosis más efectiva de EDTA+Nisina contra el crecimiento de 

Escherichia coli, se realizó un análisis de varianza. 

Ha: La aplicación de diferentes dosis de conservantes (EDTA +nisina) reduce 

la presencia de Escherichia coli en quesos frescos 

Para responder a esta hipótesis, se planteó un diseño completamente al azar 

(tabla 9) 

Tabla 9. 

Diseño experimental 

Tratamiento 1 2 3 4 

Dosis EDTA Nisina EDTA Nisina EDTA Nisina EDTA Nisina 

 mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 

100 25 75 50 50 75 0  0 

Repeticiones 3 3 3 3 

El diseño experimental está compuesto de;  

 Unidad experimental: Queso fresco 

 Variable: recuento microbiano en los días 5, 8 y 12  

Para analizar el efecto de los tratamientos sobre el desarrollo de E. coli, se 

realizó un diseño completamente al azar. De tal manera se evaluó como 

variable el recuento de Ufc en placas NeoflimTm, en los días 5, 8 y 12 posterior 

a la inoculación.  Al encontrar diferencias significativas, se realizó la prueba 

Tukey con el 95% de confianza. 
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 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 5.

 Evaluación de pruebas bioquímicas para verificación de E coli  5.1

Para determinar la presencia de Escherichia coli, se realizó una siembra para la 

obtención de una cepa pura de este microorganismo en agar Mac Conkey. El 

medio Mac Conkey es únicamente para el crecimiento de bacilos gram-

negativos, porque la presencia de sales biliares y cristal violeta en el medio 

inhibe el crecimiento de las bacterias gram-positivas (Álvarez, 2014). 

En la figura 3, el cambio del color del medio MacConkey, se debe a que esta 

bacteria es degradadora porque al utilizar la lactosa del medio genera acidez, 

provocando que el pH descienda de 7,1 ± 0,2 (Álvarez, 2014). En cuanto a la 

morfología de las colonias tienen forma circular con un borde redondeado; su 

tamaño es pequeño en su mayoría y mediano con presencia de sales biliares 

alrededor de las colonias (Jure, Condorí, Leotta, Chinen, Miliwebsky, y Allori, 

2010). 

 

Figura 3. Crecimiento de Escherichia coli en medio MacConkey 

En la tabla N 10, se muestra los resultados obtenidos en la identificación de 

esta bacteria mediante pruebas bioquímicas 
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Tabla 10 

Resultado de pruebas bioquímicas 

El resultado de la prueba SIM es negativo a la producción de ácido sulfúrico, ya 

que esta bacteria no reacciona con el tiosulfato de sodio y ni al citrato de 

amonio férrico por lo que no se produce sulfuro de hidrógeno ni formación de 

gas H2S (Dabroy,2014). En cuanto a la movilidad fue positivo, puesto que se 

identifica el crecimiento en torno a la línea de inoculación. Finalmente es 

positivo a la producción de indol por la presencia de la enzima triptofanasa que 

hidroliza el triptófano, provocando un anillo rojo después de añadir el reactivo 

de Kovac (Hardy Diagnostics, 2009). 

La prueba de citrato permeasa es negativa, lo que indica que la Escherichia coli 

no utiliza el citrato como fuente única de carbono, por lo que no ocurre cambio 

de coloración del medio, permanece verde (Wiener,2000). 

El resultado de la prueba de TSI es A/A (ácido/ácido), esto se debe a la 

fermentación de lactosa, fructosa y glucosa que provoca ruptura del medio por 

la producción de gas y por ende el medio se torna amarillo. La producción de 

ácido sulfhídrico es negativa, puesto que el medio no presento coloración negra 

(Valtek,2000). 

Prueba Resultado 

 
SIM 

Producción de ácido sulfúrico - 

Indol + 

Movilidad + 
 

Urea Producción de la enzima ureasa - 
 

TSI Consumo de Sacarosa, fructosa y 
glucosa 

+ 

Producción de gas + 

Producción de ácido sulfúrico - 
 

Citrato Consumo de citrato - 
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Finalmente, la prueba de urea es negativa, ya que este microorganismo no 

hidroliza la urea por medio de la enzima ureasa, y de tal manera no ocurre la 

liberación de amoníaco el cual provoca un cambio de color rojo en el medio. 

(MacFaddin, 2003). 

El resultado de la prueba de tinción Gram es negativa , ya que este tipo de 

bacteria no retiene el complejo cristal violeta puesto que al agregar alcohol 

acetona degrada la membrana externa del microorganismo provocando una 

decoloración (Reyes, 2011).Estudio realizado por Santambrosio, Ortega y 

Garibaldi (2009) mencionan, que estas bacterias poseen una pared que 

contiene menor cantidad de capas de peptidoglicano que no resiste a la tinción 

gram (Santambrosio, Ortega y Garibaldi, 2009). 

 Evaluación del crecimiento de Escherichia coli 5.2

 A continuación, se muestra los resultados obtenidos en el análisis de varianza 

de los distintos tratamientos en los días 5, 8 y 12.  

El ANDEVA en el día 5 demostró un valor de P de 0.0001 para el factor 

''tratamiento‟'. Como se puede observar en la tabla 11, el valor de P es menor a 

0.05 por lo tanto existe diferencia significativa en los tratamientos. Al tener 

diferencias significativas se realiza una comparación de las medias. El 

resultado de las medias (figura N 4), se observa que el tratamiento A (396,67 

ufc/g) presento menor crecimiento microbiano, seguido del tratamiento B 

(7033,33 ufc/g), el tratamiento C (9233,33 ufc/g) y el tratamiento testigo 

(92666,67 ufc/g). 

Tabla 11  
Análisis de varianza para tratamientos en el día 5 

F.V. SC Gl CM F p-valor 

Tratamiento 1.7201E+10 3 5733728453 1081.8 <0.0001 

Error 
experimental 

42401266.7 8 5300158.33   

Total 1.7244E+10 11    

CV% 4,42%     
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En la tabla 12, se observa que existen diferencias significativas en el 

crecimiento microbiano de Escherichia coli con respecto a la combinación de 

EDTA + nisina. Los resultados de las medias en la figura 4 muestran que el 

tratamiento A (100 mg/kg EDTA + 25 mg/kg nisina) mantuvo un promedio de 

microorganismos (900 ufc/g) por debajo del tratamiento C (44000 ufc/g) y del 

tratamiento testigo con (101666,67 ufc/g). 

 
Tabla 12 
Análisis de varianza para tratamientos en el día 8 

   F.V.           SC       Gl      CM         F    p-valor 

Tratamiento 1.5834E+10 3 5277840833 269.47 <0.0001 

Error       156686667 8 19585833.3                
Total       1.599E+10 11                              

Cv% 6.06%     

En la tabla 13, se observan diferencias significativas entre los tratamientos con 

un coeficiente de variación del 9,6% en el día 12. Al tener diferencias 

significativas se realiza un análisis de medias. Los resultados de las medias se 

observan en la figura 4, donde el tratamiento A con una media de (6133,33 

Ufc/g) mantuvo la mayor diferencia en el crecimiento retardado de Escherichia 

coli en comparación con el testigo (146666,67 Ufc/g) y el tratamiento C 

(81666,67 Ufc/g). Lo que indica que el tratamiento A con (100 mg/kg de EDTA+ 

25 mg/kg de nisina) es efectivo para inhibir el crecimiento de E coli. 

 
Tabla 13 
Análisis de varianza para tratamientos en el día 12 

F.V.          SC       Gl       CM         F    p-valor 

Tratamiento 3.0089E+10 3 1.003E+10 146.72 <0.0001 

Error    546886667 8 68360833,3                

Total    3.0636E+10 11                               

Cv% 9.61%     

 

La inhibición del crecimiento microbiano de los distintos tratamientos se 

presenta a través de la figura 3, con el fin de confirmar el potencial inhibitorio 

de las distintas dosis de conservantes  
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En la figura 3, se resume el crecimiento microbiano de los distintos tratamientos 

en los días 5, 8 y 12. 

 

Figura 4. Comparación de la efectividad de los tratamientos 

En los datos obtenidos en la figura 4, se muestra una tendencia de crecimiento 

microbiano cuando el tratamiento tiene menor cantidad de EDTA. Esto se 

comprueba con el alto recuento microbiano del tratamiento C con EDTA 50 

mg/kg + nisina 75 mg/kg. A diferencia del tratamiento A con EDTA 100 mg/kg + 

nisina 25 mg/kg, que obtuvo menor recuento microbiano, es decir el 

crecimiento microbiano es inversamente proporcional al aumento en la 

concentración del quelante en el ensayo, que bajo el tratamiento de mayor 

concentración (A) llegó a comprometer más del 50% de la población en 

relación al control. Así mismo, un estudio desarrollado por Burbano (2017), 

menciona que existe una sinergia entre nisina y EDTA, ya que al utilizar estos 

dos tipos de conservantes inhibe el crecimiento de bacterias Pseudomonas, en 

su estudio al aplicar (50mg/kg de EDTA y 100 mg/kg de nisina) llega a 

comprometer más del 30% de la población en relación al testigo 

Ta (100 mg/kg
Edta y 25 mg/kg

Nisina)

Tb (75 mg/kg Edta
y 50 mg/kg Nisina)

Tc (50 mg/kg Edta
y 75 mg/kg Nisina)

Testigo

Dia 5 396,67 7033,33 9233,33 92666,67

Dia 8 900 34000 44000 101666,67

Día 12 6133,33 64666,67 81666,67 146666,67

a' 

b' 
b' 

c' 

a'' 

b'' 
b'' 

c'' 

a''' 

b''' 
b''' 

c''' 

U
FC

/G
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La Escherichia coli presentó una fase de retardo de 12 días en su crecimiento 

en presencia de (100 mg/kg EDTA + 25 mg/kg nisina), con respecto al testigo. 

La presencia del agente quelante en combinación con bacteriocinas retarda su 

crecimiento. La acción inhibitoria propia del EDTA en el tratamiento de mayor 

concentración puede ser explicada por la limitación en la disponibilidad de 

cationes divalentes (Ca2 + y Mg2 +) que ejercen funciones de ligantes entre las 

macromoléculas, lo que provoca la entrada de nisina a la membrana celular y 

destrucción de la célula (Rojas y Vargas, 2007). Por otro lado, un estudio 

realizado por López, Escudero y Mendoza (2005), mencionan que se inhibe el 

crecimiento de Escherichia coli al tratarlas con EDTA y bacteriocinas (nisina), 

porque el EDTA atrapa sales necesarias de la capa de fosfolípidos y 

lipoproteínas qué cubren a la membrana permitiendo el paso de nisina a la 

célula.  

El mecanismo de acción de nisina contra Escherichia coli es la 

permeabilización de la membrana (pérdida del potencial de membrana, 

consumo de reservas energéticas celulares, disminución en la síntesis de DNA, 

RNA y proteínas), y finalmente se provoca una lisis celular (López, Escudero y 

Mendoza, 2005) 

 
Además, se determina que la bacteria se encuentra en una fase exponencial en 

división binaria, donde la duplicación está a ritmo constante (Riverón, Ramírez, 

Herrera, Barreras, Zayas Regueiro,2012). Sin embargo, el queso al estar en 

una funda cerrada la población microbiana no puede crecer indefinidamente en 

forma exponencial, ya que se puede dar las limitaciones del crecimiento por 

agotamiento de algún nutriente esencial (Brooks, Mors, Carroll, Butel, 

Mietzner,2011) 

 
Cabe mencionar que el EDTA en queso fresco no se contempla su uso. Para 

esto se basó la concentración de los tratamientos partiendo de la dosis máxima 

utilizada en grasas lácteas para untar. En cuanto la nisina se estableció la dosis 

máxima permitida en queso fresco, la cual es 12,5 mg/kg, sin embargo, la 

nisina utilizada en el proyecto se encontraba al 50%, por lo que se colocó 25 

mg/kg de nisina. 
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 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 6.

 Conclusiones 6.1

Se determinó que es necesaria la presencia de EDTA para la acción 

antagónica de la nisina sobre E coli. El tratamiento A con 100 mg/kg de EDTA 

+ 25mg/kg de nisina fue el más efectivo para evitar la proliferación de este 

microorganismo. 

El EDTA ejerció un efecto inhibitorio en los tratamientos de mayor 

concentración de este aditivo, es decir a mayor concentración de este 

conservante, el crecimiento de Escherichia coli fue menor. 

La acción de EDTA y nisina no inhibe por completo los microorganismos, pero 

si reduce el crecimiento de estos alargando la vida útil del queso. 

En el análisis de varianza para el crecimiento microbiano en los días 5, 8 y 10, 

se obtiene un valor de p de 0.0001, lo que significa que existen diferencias 

significativas en los tratamientos. De tal manera, al aplicar la concentración del 

tratamiento A, se inhibe el crecimiento microbiano alrededor del 50% a 

comparación del testigo. 

 Recomendaciones 6.2

Realizar estudios posteriores para analizar la funcionalidad que tiene la nisina y 

el EDTA por separado, con el fin de determinar de mejor manera el efecto 

antimicrobiano que tiene cada conservante sobre el crecimiento de Escherichia 

coli. 

Se recomienda realizar nuevas investigaciones para analizar el efecto sinérgico 

entre nisina y EDTA sobre otro tipo de bacterias en diferentes productos, para 

poder validar su funcionalidad de estos dos conservantes.  
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ANEXOS  

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 1.  Cepa de vial de Escherichia coli 

 

 

Anexo 2 Cepa pura de E coli para la inoculación del queso 

 

 

 

 

 



Anexo 3 Degradación de lactosa de Escherichia coli en Agar Mac Conkey 

 

 

Anexo 4 Resultado de pruebas bioquímicas de Escherichia coli 

a) Resultado prueba SIM 
b) Resultado prueba Citrato 
c) Resultado prueba TSI 
d) Resultado prueba Urea 



Anexo 5 Tinción Gram vista de 100x 

 

 

Anexo 6 Resultado de pruebas de leche 

a) Resultado prueba de alcohol 

b) Resultado de prueba de mastitis 

c) Resultado prueba de ACETAL  



Anexo 7 Elaboración de queso fresco 

 

 

a) Pasteurización de la leche 

b) Corte de la cuajada 

c) Moldeado y prensado 

Anexo 8 Inoculación de Escherichia coli en queso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 9 Aditivos 

 

  



Anexo 10 Ficha técnica nisina 

 



 



 



 

 



Anexo 11 Ficha técnica de EDTA 

 

 



 



Anexo 12 Ficha técnica de Escherichia coli 

 

 



 

 

 

 

 

 




