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RESUMEN

Los productos lacteos son aquellos derivados de cualquier tipo de procesamiento
de la leche incluidos los productos azucarados. El deterioro de los alimentos genera
importantes pérdidas econdmicas y contribuye de forma significativa al desperdicio
de alimentos. En México, la industria del helado tiene un valor estimado de 850
millones de délares (mdd). En la region del Bajio, una empresa dedicada a la
produccion de lacteos azucarados enfrenta casos de deterioro inusual, causado por
Leuconostoc spp. En este estudio se determind la prevalencia de algunas cepas
dentro de la planta. Ademas, se evalu6é la capacidad de deterioro de cepas
previamente aisladas e identificadas en una base para helado, y se analiz6 la
susceptibilidad de cinco de ellas —seleccionadas por su alta capacidad de
deterioro— frente a dos conservadores en una formulaciéon del mismo producto. Se
detectaron aislamientos de Leuconostoc spp. con perfiles genéticos similares
(mismo conglomerado) durante al menos dos afos, lo que podria indicar una
adaptacion al ambiente de la planta. La capacidad de deterioro varié segun la cepa
(p<0.0001), sin correlacion directa entre crecimiento, viscosidad y acidificaciéon. Las
cepas C19, C43 y C44 fueron las mas deterioradoras coincidiendo con un estudio
previo en otro producto de la misma planta. Ademas, contrastando con un estudio
previo efectuado en jarabe de leche, se observé que la matriz alimentaria influye de
forma diferencial en el nivel de deterioro causado por cada cepa. Finalmente, las
cepas evaluadas mostraron resistencia parcial al conservador Nisina (6ppm),y
aunque el conservador alternativo Lactiplus a una concentracion de 0.5 % no logré
prevenir completamente el deterioro, fue mas efectivo, reduciendo un 7% la
acidificacion del producto en comparacion con Nisina. Estos resultados ayudan a
comprender mejor los fendmenos de deterioro en matrices alimentarias que se
consideran muy estables y permitiran mejores disefios de control para prevenir el
desarrollo de bacterias deterioradoras.



INTRODUCCION

En 2023, la produccion de leche en México alcanzo los 13,333 millones de litros, lo
que representd un aumento del 1.7 % respecto al afo anterior. EI consumo anual
per capita fue de 133.9 litros y el pais se posicion6 como el 14.° productor a nivel
mundial. En 2021, la elaboracion de productos lacteos aporté el 9% del PIB
agroalimentario. Dentro de esta industria, la leche ocupa el primer lugar tanto en
produccion como en consumo, seguida por derivados como el yogur, la crema, el

queso y los productos lacteos azucarados.

En contraste con este destacado crecimiento, en nuestro pais en 2021 se
desperdiciaron alrededor de 20.4 millones de toneladas de alimentos, de las cuales
el 8% fueron productos lacteos y carnes. Una de las principales causas de este
problema se debe al deterioro al que son propensos los productos lacteos, el cual
provoca cambios sensoriales indeseables para el consumidor derivando en su

desecho.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son uno de los principales agentes causantes del
deterioro en los productos lacteos, causan acidez, sabores poco agradables y
cambios en la textura como viscosidad y coagulacion. Como estrategias de control
ante este deterioro estan las buenas practicas de manufactura que buscan evitar o
minimizar la contaminacion, tratamientos térmicos como la pasteurizacion que
reducen las poblaciones de los microorganismos deterioradores, el enfriamiento o
congelacion que reducen el desarrollo y el uso adecuado de sanitizantes y

conservadores.

En este contexto una empresa dedicada a la produccion de lacteos azucarados en
la region del Bajio recurrié al cuerpo académico buscando orientacién con un
problema de deterioro en algunos de los lotes de su producto de base para helado
y jarabe de tres leches. Derivado de esta problematica se cimentd un proyecto que
derivdé en una tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y el

presente trabajo, el cual busca complementar la informacion generada con



anterioridad, aportando datos e informacion de la persistencia de cepas dentro de
las instalaciones de la empresa, la capacidad que tienen algunas cepas para
deteriorar distintos productos elaborados en la planta y la susceptibilidad de las
bacterias deterioradoras frente conservadores no usados, para finalmente ofrecer a

la empresa alternativas para su control y erradicacién del problema.



I. ANTECEDENTES

I.1. El deterioro en los alimentos y su impacto

En 2021, segun el Banco Mundial, en México se desperdiciaron alrededor de 20.4
millones de toneladas de alimentos, lo que representa aproximadamente el 34 % de
la produccion total de alimentos en el pais. Los alimentos no consumidos
constituyen un desperdicio no solo del producto en si, sino también de los recursos
empleados para su produccion, lo que genera un impacto econémico y ambiental
significativo. Este desperdicio suele deberse al deterioro de los alimentos, el cual

puede estar influenciado por diversos mecanismos y factores.

El deterioro en si, se define como la accién o el proceso de volverse inferior en
calidad, funcionamiento o condicion, implica generalmente la disminucién del valor
o de la utilidad (Webster, 2023). En los alimentos es un proceso en el que éstos
sufren un cambio sensorial que puede ser tactil, visual, olfativo o de sabor que
provoca que se consideren indeseables o inaceptables para el consumo humano.

Este proceso puede ser fisico, quimico o microbiolégico (Rawat, 2015).
I.1.1 Deterioro fisico

Es el deterioro de los alimentos debido a cambios fisicos o inestabilidad de los
ingredientes, suele presentarse con cambios en textura, nivel de humedad,
granulosidad o sinéresis. Los factores clave que contribuyen al deterioro fisico son
el contenido de humedad, la temperatura y la cristalizacion. Un cambio en el
contenido de agua o humedad es una causa frecuente de deterioro en los
alimentos, este puede ocurrir en forma de pérdida, ganancia o migracion (Amit y
col., 2017).

La temperatura puede afectar el metabolismo de algunos productos, por ejemplo,
bajas temperaturas pueden ejercer un efecto negativo en alimentos susceptibles a
dafos por congelacion o dafio por frio. En general, una congelacion parcial en
estos alimentos puede romper las células y producir deterioro, si estos se congelan
lentamente o varias veces pueden experimentar cambios en la textura. En

productos azucarados, por acumulaciéon de humedad o aumento de temperatura se
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puede observar la cristalizacion del azucar, que puede resultar en el

endurecimiento de galletas y granulosidad en dulces y helados (Amit y col., 2017).
1.1.2 Deterioro quimico o bioquimico

Este deterioro se debe a reacciones quimicas espontaneas que ocurren cuando los
diferentes componentes que se encuentran en el alimento reaccionan entre si o con
algun componente agregado y también existen reacciones quimicas causadas por
enzimas. Ejemplos de esto incluyen oxidacion, pardeamiento enzimatico vy

pardeamiento no enzimatico (Rebezov y col., 2021).

Las enzimas son proteinas que actuan como catalizadores biolégicos. En los
tejidos vivos de plantas y animales se mantiene en equilibrio la actividad
enzimatica, pero ésta se altera durante la cosecha y el sacrificio, y en algunos
casos las enzimas pueden causar deterioro debido a esto. La pepsina que se
encuentra en el estbmago de los animales y participa en el proceso de digestion
después del sacrificio descompone las proteinas debilitando tejidos y haciéndolos
susceptibles a contaminacion microbiana. Después de la cosecha ciertas enzimas
continuan catalizando los procesos bioquimicos de maduracion y eventualmente
provocan pudricion. Por otro lado, las enzimas oxidativas en las frutas continuan la
respiracion celular lo que disminuye la vida util de frutas frescas y provocan
deterioro (Singh & Desrosier, 2023).

Por otra parte, algunos pueden ser fendmenos meramente quimicos, tales como la
oxidacion de lipidos. Esta, es una de las principales causas de deterioro de los
alimentos, en la que los acidos grasos insaturados de las grasas se oxidan
lentamente frente a la exposicion del oxigeno del aire, la luz y los iones metalicos;
puede deberse a una auto-oxidacion, foto-oxidacion u oxidacion enzimatica. La
oxidacion de acidos grasos poliinsaturados genera sabor rancio o desagradable,
disminuye el valor nutricional y la vida de anaquel. En el arroz, la oxidacion de
proteinas y lipidos reduce la calidad nutricional, provocando pérdida de sabor, color
o valor. En la carne, los productos formados por la oxidacién de lipidos, dafian la

miosina afectando el musculo esquelético; los aldehidos producidos deterioran el



color y el sabor de la carne y generan pérdida de masa muscular (Geng y col.,
2023).

También se tienen reacciones de pardeamiento no enzimatico, como la reaccion de
Maillard, la cual tiene lugar entre los azucares reductores y el grupo amino de las
proteinas 0 aminoacidos presentes en el alimento. Los productos de esta reaccion
provocan un oscurecimiento del color, reducen la solubilidad de las proteinas y
desarrollan sabores amargos; son causa de deterioro de leche en polvo, huevos en

polvo y cereales para el desayuno (Singh & Desrosier, 2023).
1.1.3 Deterioro microbioldgico

Este tipo de deterioro es el mas frecuente y el que mas pérdidas ocasiona. Se
estima que alrededor del 25% de los alimentos producidos a nivel mundial se

pierden debido a este tipo de deterioro (Bondi y col., 2014; Petruzzi y col. 2017).

Los cambios sensoriales desagradables en los alimentos son causados por
actividad metabdlica de una variedad de microorganismos que usan a los alimentos
como fuentes de carbono y energia. Estos organismos pueden ser bacterias,
levaduras y hongos (mohos). Cabe sefalar que los alimentos deteriorados
microbiolégicamente podrian ser considerados seguros para su consumo, puesto
que generalmente los microorganismos deterioradores no son patégenos, no
obstante, debido a los cambios en su textura, sabor u olor son rechazados por el
consumidor (Rawat, 2015). Adicionalmente algunos de estos microorganismos
deterioradores podrian generar toxinas 0 compuestos toxicos que permanecen en

el alimento.

El crecimiento microbiano y la contaminacion por microorganismos deterioradores
pueden ocurrir durante la cosecha, el procesamiento y el envasado de los
alimentos. Estos suelen ser habitantes comunes del suelo, el agua o del tracto
gastrointestinal de los animales, y pueden dispersarse a través del aire y el agua. El
nivel de deterioro esta influenciado por factores intrinsecos del alimento que
regulan el crecimiento microbiano, tales como su actividad de agua, el pH, la

composicidn quimica, la carga bacteriana y el tipo de microorganismos presentes.
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Factores extrinsecos, como la temperatura, la humedad relativa y la atmosfera del
ambiente que rodea al alimento, también influyen de manera decisiva en la
velocidad con la que se presenta el deterioro. Los efectos del deterioro
microbioldgico son variados y dependen del microorganismo involucrado (Karanth y
col. 2023).

I.2 Microorganismos causantes de deterioro en alimentos

En un alimento deteriorado se pueden identificar multiples especies de
microorganismos presentes, pero se considera que soélo algunas son las principales
responsables de la producciéon de los compuestos que causan malos olores y
sabores (Rawat, 2015). Dentro de los tipos de microorganismos que con mayor
frecuencia son responsables del deterioro de los alimentos se encuentran los

siguientes.
[.2.1 Levaduras

Organismos unicelulares que a diferencia de algunos mohos no producen
metabolitos secundarios toxicos. Son anaerobios facultativos, frecuentemente
colonizan alimentos con alto contenido de azucar o sal como jarabe de arce, los
encurtidos y el chucrut. Zygosaccharomyces que, por ejemplo, tolera altas
concentraciones de azucar y sal, produce malos olores y sabores y dioxido de
carbono que provoca que los recipientes en donde se encuentran los alimentos se

hinchen y exploten (Rawat, 2015).
[.2.2 Mohos

Los mohos son hongos filamentosos capaces de crecer en un rango amplio de
temperaturas, son aerobios de metabolismo oxidativo, algunos géneros pueden
crecer en un rango de actividad de agua de 0.62-1.0. Son los microorganismos que
con mayor frecuencia deterioran los alimentos. Debido a su formacion de esporas,
pueden contaminar a lo largo de toda la cadena alimentaria, desde los cultivos
extensivos en campo hasta el consumo, incluso se ha observado que son capaces

de deteriorar agua mineral embotellada (Sperber, 2009).



|.2.3 Bacterias
1.2.3.1 Bacterias formadoras de esporas

Las bacterias formadoras de esporas estan frecuentemente asociadas al deterioro
de alimentos tratados térmicamente, debido a que sus esporas pueden resistir altas
temperaturas. Son Gram positivas, anaerobias estrictas o facultativas, pueden ser
termofilas y producir sulfuro de hidrégeno o dioxido de carbono especialmente en
enlatados; termdfilos como Bacillus spp. y Geobacillus spp. provocan sabor agrio
en alimentos enlatados (Rawat, 2015). Dentro de éstas, las anaerobias mesdfilas
deterioran hortalizas, causan pudricién en enlatados y produccion de acido butirico
en conservas de verduras y frutas. Géneros como Clostridium spp. que toleran
bajas temperaturas, producen gases y malos olores en carnes refrigeradas y
jamones curados en salmuera, mientras que otros como Bacillus spp. producen
malos olores y gases en alimentos y leche refrigerados y envasados al vacio
(Rawat, 2015).

1.2.4 Las Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las BAL son cocos y bacilos Gram positivos que usan carbohidratos como fuente
de carbono al fermentar, producen principalmente acido lactico y poseen tolerancia
a pH bajo. En este grupo de bacterias se incluyen mas de 60 géneros, pero los que
se mencionan con frecuencia en la alteracién de los alimentos son Lactobacilli
(antiguo género Lactobacillus), Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Enterococcus y Weissella. Tienen varias caracteristicas metabdlicas
importantes como la capacidad de producir acido, hidrolizar proteinas, producir
exopolisacaridos viscosos y la capacidad de inhibir otras bacterias. Pueden
descomponer las macromoléculas de los alimentos, producen una variedad de
productos como aminas, bacteriocinas y vitaminas, e incluso, son usados como
probidticos para promover la salud en el organismo (Wang y col.,, 2021). Las
bacterias acido lacticas si bien, pueden ser utiles en la produccion de alimentos
fermentados, como yogur o encurtidos, son también consideradas deterioradoras.

Pueden producir enverdecimiento en carnes y formacion de gases en quesos,



recipientes de encurtidos o alimentos enlatados inflados debido a la produccion de
gases; sabores desagradables y viscosidad indeseada en algunas bebidas (Rawat,
2015).

Algunas BAL como Lactobacillus spp. y Leuconostoc spp. son capaces de producir
viscosidad indeseada, esto se debe a que forman polimeros a partir de

polisacaridos que contienen glucosa y galactosa (Erkmen & Bozoglu, 2016a).
I.3 Deterioro de alimentos lacteos

Un 8% del desperdicio de alimentos esta representado por los lacteos, como el
yogur o el queso, lo que implica una pérdida de recursos, asi como un impacto
econdmico y ambiental negativo (Higuera-Albarran, 2023). Algunos factores como
el exceso de este tipo de productos en las tiendas o el desecho de estos debido a
que han superado su fecha de caducidad y su deterioro contribuyen a su
desperdicio. Ademas, como otros alimentos, son susceptibles a la contaminacion
con deterioradores en varios puntos a lo largo del proceso continuo de produccion,

procesamiento y venta (Martin y col., 2021).
[.3.1 Microorganismos causantes de deterioro en productos lacteos

En el Cuadro 1, se pueden observar algunos de los principales microorganismos
causantes de deterioro en diversos alimentos lacteos. Las BAL suelen ser los
microorganismos deterioradores que predominan en la leche cruda y proliferan si
ésta no se enfria adecuadamente. Bacterias psicrétrofas como Pseudomonas,
Enterobacter o Alcaligenes pueden crecer y producir olores rancios debido a la
accion de lipasas o péptidos amargos debidos a las proteasas que generan (Rawat,
2015).

Los microorganismos lipoliticos inducen cambios en la grasa de la mantequilla de
productos lacteos, haciendo imposible su comercializacibn para el consumo
humano. Las bacterias proteoliticas degradan las proteinas y provocan sabor

amargo y putrefaccion en algunos productos. Las levaduras son contaminantes



especialmente relevantes en productos lacteos fermentados y su principal causa de

deterioro (Hassan, 2019).

Cuadro 1. Productos lacteos y tipos tipicos de microorganismos causantes de

deterioro o actividad microbiana (Adaptado de Ledenbach & Marshall, 2009).

Producto lacteo

Microorganismos causantes de deterioro o
actividad microbiana

Leche cruda

Una amplia variedad de microbios diferentes

Leche pasteurizada

Psicrotrofos, formadores de esporas, degradacion
enzimatica microbiana

Leche
concentrada/condensada

Bacterias formadoras de esporas, hongos
osmofilicos

Leche en polvo

Degradacién enzimatica microbiana

Mantequilla

Psicrotrofos, degradacion enzimatica

Suero de leche cultivado,
crema agria

Psicrotrofos, coliformes, levaduras, bacterias acido
lacticas

Queso cottage

Psicroétrofos, coliformes, levaduras, mohos,
degradacion enzimatica microbiana

Yogur, bebidas a base de
yogur

Levaduras

Otros productos lacteos
fermentados

Hongos, coliformes

Queso crema, queso
procesado

Hongos, bacterias formadoras de esporas

Queso suave, quesos
frescos

Psicrotrofos, coliformes, hongos, bacterias acido
lacticas, degradacion enzimatica microbiana

Quesos madurados

Hongos, bacterias acido lacticas, bacterias
formadoras de esporas, degradacion enzimatica
microbiana




Los mohos que deterioran productos lacteos crecen bien en baja temperatura, baja
actividad de agua, pH bajo y poco oxigeno. Producen esporas termoestables que
pueden contaminar después de que los productos pasan por un tratamiento térmico
de pasteurizacion. La mayoria de las especies de mohos responsables del
deterioro de los productos lacteos pertenecen a los filos Ascomycota vy
Mucoromycota, incluidos varios Penicillium, Mucor, Cladosporium, Aspergillus,
Fusarium y Geotrichum. Entre estos mohos, se reporta con frecuencia la

contaminacion de los lacteos por Penicillium y Mucor (Shi & Maktabdar, 2022).
1.3.2 Microorganismos causantes de deterioro en productos lacteos azucarados

Los productos lacteos azucarados incluyen leche condensada, pudines, helado,
yogures, entre otros. La leche condensada azucarada es elaborada con leche que
se calienta a altas temperaturas de hasta 100 °C de 10 a 30 min y luego
condensada al vacio, solo esporas de bacterias termofilas pueden sobrevivir a tal
temperatura. Clostridium spp. puede producir gases y provocar hinchazén de la
lata, debido a que puede formar esporas anaerobias, Bacillus y Clostridium son

responsables de sabor amargo en estos productos (Erkmen & Bozoglu, 2016a).

Cepas variadas de Bacillus spp. producen deterioro proteolitico acido, “coagulacién
dulce” y destruccion de proteinas. Microorganismos como Micrococcus y hongos
crecen debido a su tolerancia a la baja actividad de agua y desarrollan sabores
desagradables, Wallemia sebi coagula la caseina sin produccion de gas. También
pueden deteriorarse debido a levaduras como Kluyveromyces marxianus,
Debaryomyces hansenii, Candida famata, entre otras, que son capaces de producir
enzimas proteoliticas y lipoliticas. Si los contenedores contienen aire, mohos como
Aspergillus y Penicillium pueden crecer en la superficie del producto (Erkmen &
Bozoglu, 2016a)

Otro grupo microbiano, comun deteriorador de estos alimentos son las BAL. Estas
bacterias contribuyen a sabores desagradables “agrios” debido a que producen
acido lactico, acético y propidénico como subproducto de reacciones metabdlicas.

Lactococcus lactis le da a la leche cruda un sabor a malta debido a varios
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aldehidos y alcoholes que produce. Las BAL también contribuyen al deterioro del
queso en la medida en que producen olores desagradables, gases y formacion de

cristales blancos de lactato de calcio (Xu y col., 2020).

Cuadro 2. Especies y subespecies del género Leuconostoc y los ambientes a

donde estan asociados (Adaptado de Holland & Liu, 2011).

Especie Fuente primaria
Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides Plantas/quesos de leche cruda/carnes
subsp. dextranicum Plantas/quesos de leche cruda
subsp. Cremoris Productos lacteos
Leuconostoc lactis Productos lacteos
Leuconostoc carnosum Carnes refrigeradas
Leuconostoc gasicomitatum Carnes refrigeradas
Leuconostoc gelidum Carnes refrigeradas
Leuconostoc fallax Sauerkraut
Leuconostoc inhae Kimchi
Leuconostoc kimchi Kimchi
Leuconostoc citreum Fuentes clinicas humanas
Leuconostoc pseudomesenteroides Fuentes clinicas humanas

I.4 Leuconostoc spp.

El género de Leuconostoc se encuentra extendido en el medio ambiente y se ha
aislado de materia vegetal, fuentes clinicas humanas y alimentos como carnes
fermentadas almacenadas en refrigeracion, verduras fermentadas como chucrut y
kimchi y en productos lacteos fermentados como queso o yogur (Cuadro 2). En
algunos casos muy aislados se han asociado a infecciones humanas; sin embargo,

las cepas que las causan son consideradas como oportunistas en individuos
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inmunocomprometidos y en general Leuconostoc spp. es “generalmente reconocido
como seguro” (GRAS) (Holland & Liu, 2011).

1.4.1 Generalidades

Por lo general Leuconostoc spp. son cocos mesofilos (su crecimiento optimo se
encuentra a los 25-30 °C), Gram positivos, catalasa negativos, inmoviles,
aerotolerantes y a menudo elipsoidales, suelen presentarse en cadenas (Figura 1).
Son microorganismos nutricionalmente exigentes dado que requieren una fuente de
aminoacidos y vitaminas ademas de una fuente de carbono fermentable. Crecen
bien en caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) aunque a menudo requieren
suplementos de vitaminas B, minerales y aminoacidos para crecer (Holland & Liu,
2011).

Estas BAL producen compuestos antagonistas como bacteriocinas cuando
compiten con la microbiota local, al agotar la mayoria de los nutrientes, exhiben
actividades antagonicas contra patdégenos y deterioradores (hongos). Varias cepas
de L. carnosum, L. citreum, L. mesenteroides subsp. dextranicum, L. gelidum, L.
mesenteroides 'y L. paramesenteroides han  mostrado  actividades
bacteriocinégenas. Las bacteriocinas son pequenos péptidos térmicamente
estables que permeabilizan la membrana celular de cepas sensibles y se ha
considerado como una posible via para estabilizar la microbiota natural de bebidas

y alimentos fermentados (Lonvaud-Funel, 2014).
[.4.2 Metabolismo

El crecimiento de Leuconostoc spp. depende de la fuente de carbono fermentable
que se encuentre en el medio. Las enzimas clave para su metabolismo, que se
encuentran presentes en todo el género, son la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y
la xilulosa-5 fosfocetolasa. Fermentan fructosa, pentosa, galactosa y manosa,
aunque se encontrd que la utilizacion de la rafinosa y la lactosa varia segun la cepa
(Shin & Han, 2015).
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Figura 1. Morfologias de L. citreum KACC 91348P. (a) Colonias en medio de
sacarosa-agar. (b) Colonias delimitadas de la imagen (a): W, cepa de tipo salvaje
que produce dextrano; M, cepa mutante que no produce dextrano. (c) Morfologia de
la cepa que produce dextrano observada por SEM. (d) Morfologia de la cepa que

no produce dextrano segun lo observado por SEM (Extraida de Jin y col., 2014).

Fermentacion del citrato

Leuconostoc spp. metaboliza el citrato que se encuentra en pequefas cantidades
en la leche. La enzima citrato permeasa facilita la absorcién del citrato y
posteriormente este se divide en acetato y oxaloacetato. Gracias a la enzima citrato
liasa, el oxaloacetato se descarboxila en piruvato y éste ultimo se reduce a lactato y
el exceso resulta en acetato, diacetilo y acetoina. El diacetilo es el responsable de
dar sabor en muchos productos lacteos fermentados. EI CO, producido es
responsable de la formacion de “ojos” en determinados tipos de quesos y de la

efervescencia de la leche cultivada (Endo y col., 2022).

13



fructose

sucrose 1 extran
\O. y mannitol
.
l?l’_‘ /v

galactose

lactose rlictose
~ mannitol
palactose
lactose WAD
glucose 3 *
glucose /——ﬂ co,
o, . & co
o hulalm ate ethyl butanoate
arabinose —O-__ o |II| /__"
Iwulnsp.ﬁp‘ 0, sthanol ___.
ribose D+
S _'_‘—‘*—-i co,
sylose acetoin
H A“-? acetoin
ADP aceio. Inm'e
Purines 1 duacl;-ryIDPH
F“'"’;’“‘ s T diacetyl
Asn
|
Glu :\s oxalo-acetate Pyrevate
P 17 NADH
Asp NAD+ D.lactate
malate ¢
L-mialate HADE
HAD
19&‘ co succinate acetate

L.malate L .Iar_tau-;

D-lactate

citrate

a-acetolactato

1 dextransacarasa 1 sintasa

formacion no
enzimatica

manitol -

deshidrogenasa 12

3 B-galactosidasa 13 diacetil reductasa
4 esterasa 14 oxalacetato
descarboxilasa
i lactato
] NADH oxidasa 15 deshiogenasa
alcohol ) )
6 deshidrogenasa 16 citrato liasa
7 fosfocetolasa 17 malato

deshidrogenasa

formacion de

8 fosfotransacetilasa 18
aspartato

9 u—aoetolac_tato 19

enzima malolactica
descarboxilasa

10 acetato quinasa 20 ATPasa

Figura 2. Metabolismo de

Leuconostoc. (Adaptada de Hemme

& Foucaud-Scheunemann, 2004).

Fermentacion primaria

Leuconostoc spp. carecen de citocromos funcionales y de algunas enzimas del

ciclo de Krebs por lo que utilizan la via heterofermentativa para metabolizar

hexosas como glucosa y galactosa para producir D(-)-lactato, etanol y CO, como

productos finales. En presencia de acetaldehido, fructosa y piruvato en lugar de

etanol se forma acido acético y ATP adicional. Algunas cepas, en presencia de

sacarosa en el medio, producen una dextransacarasa extracelular que cataliza la

formacion de dextranos, estas reacciones pueden producir viscosidad indeseada u

ofrecer aplicaciones texturales y posiblemente funcionales (prebioticas) en

alimentos fermentados. Estos exopolisacaridos facilitan la formacion de biopeliculas

bacterianas facilitando la supervivencia al tracto gastrointestinal o condiciones

inhéspitas (Endo y col., 2022).

1.4.3 Identificacion

Tradicionalmente la identificacidn de bacterias se ha realizado mediante métodos

de cultivo dependientes (Franco-Duarte y col.,

2019). Las BAL son bacterias

exigentes que necesitan de medios de cultivo complejos, regularmente se formulan
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conteniendo diversos carbohidratos (dextrosa, sacarosa, maltosa o lactosa),
diversas fuentes de nitrégeno (peptona, extracto de levadura, etc.), minerales y
agentes tampon. Los medios de cultivo comunmente usados son el agar MRS y
M17 (Hayek y col., 2019).

La microscopia es otra técnica tradicional y una herramienta esencial para la
identificacion microbiana. Las imagenes obtenidas por microscopia, como las que
se muestran en la Figura 3, permiten analizar la forma, agrupacion, reaccion ante
ciertos colorantes o tinciones, el movimiento y otros rasgos que, en conjunto,
aportan informacién para la identificacion y clasificacién de los microorganismos.
Actualmente, la observacion microscopica todavia se utiliza, sin embargo, por si

sola, no es suficiente para una certera identificacion (Franco-Duarte y col., 2019).

L. mali Le. mesenteroides

FRI2Z3 AdX Z36P B12
| ‘-‘ ‘
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Sheep milk Date palm sap Traditional butter ~ Barley

Figura 3. Mediante MET se observod la produccion de exopolisacaridos por BAL en
colonias cultivadas en medios sélidos. Las flechas sefalan los exopolisacaridos
asociados a las células cultivadas en presencia de sacarosa (Extraida de Zarour y
col. 2024).

Asi mismo, algunas reacciones bioquimicas, se han usado por décadas para
identificar microorganismos aislados de diferentes materiales. Por ejemplo, pruebas

simples, como la de catalasa, oxidasa y utilizacidon de sustratos, junto a métodos de
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tincion como la de Gram y la de Ziehl-Neelsen, son pruebas tradicionales que

permiten identificar grupos microbianos, géneros y hasta especies (Moore, 2021).

Si bien estas técnicas tradicionales constituyeron un precedente importante para el
estudio y clasificacion de los microorganismos e incluso son técnicas que son
usadas ampliamente hoy dia, en las ultimas décadas el avance de las técnicas
moleculares ofrece métodos mas precisos y rapidos, estas se basan en el analisis
de material genético como el ADN y el ARN y permiten obtener una identificacion y

caracterizacién mas especifica, en comparacion con los métodos tradicionales.

Por ejemplo, la amplificacion del gen 16S rRNA, empleando los cebadores
universales 27F (5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) y 1492R (5-TAC GGY
TAC CTT GTT ACG ACTT-3’), seguida de su secuenciacion, es uno de los métodos
mas usados para la identificacion de bacterias a nivel de especie (Kaur y col. 2017;
Hou vy col, 2018). Otros, como los cebadores universales 239
(5-CTGAAGCGGA-3') y KAY3 (5-CTGGCGACTG-3’), se han reportado en la
literatura para la identificacion de Leuconostoc y BAL (Sharma y col., 2016; Sharma
y col., 2019).

I.4.4 Genotipificacion o diferenciacion a nivel de cepas

La genotipificacion de bacterias es una herramienta que permite investigar las
relaciones y diferencias entre cepas individuales de una misma especie, e incluso
se puede usar para estudiar la estructura y dinamica de la poblacion bacteriana
(Nykrynova y col., 2022). La genotipificacidon es una estrategia para caracterizar
especies, discriminando a nivel de cepa, tanto fenotipica como genéticamente, ésta
juega un papel importante para evaluar diferencias potenciales. Por afos se ha
usado la tipificacion tradicional (serotipos, biotipos y fagotipos) pero actualmente se

prefiere a nivel molecular debido a su especificidad (Al-Obaidi y col., 2018).

Entre las técnicas de genotipificacion, se incluye la de Fragmentos de Restriccion
de Longitud Polimérfica (RFLP por sus siglas en inglés). Esta consiste en
fragmentar el ADN mediante endonucleasas, o enzimas de restriccion y

posteriormente mediante PCR los fragmentos se amplifican y se separan con una
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electroforesis, lo que permite visualizar patrones de diferente numero y tamano de

los fragmentos obtenidos (Ochoa-Diaz y col., 2017).

Otra técnica es la de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE por sus
siglas en inglés). En ésta, mediante el uso de dos campos eléctricos que alternan
su actividad y generan “pulsos”, el ADN migra en un gel de agarosa gradualmente,
separando fragmentos generados previamente mediante la digestion del ADN por
enzimas de restriccion. Esta electroforesis permite la separacion de dichos
fragmentos que finalmente se tefiran y visualizaran bajo luz UV (Ochoa-Diaz y col.,
2017).

La Amplificacién Aleatoria de ADN Polimorfico (RAPD por sus siglas en inglés) es
una técnica basada en PCR que utiliza cebadores que se unen y amplifican sitios
no especificos del ADN. Los amplicones generados azarosamente migran en un gel
de agarosa y revelan patrones de bandas (Chatterjee & Raval, 2019). La RAPD
resulta conveniente para identificar y caracterizar algunas cepas bacterianas; varios
estudios han reportado el éxito en el uso de esta técnica para la diferenciacién de
cepas de Leuconostoc spp. (Kaur y col., 2017). En concreto, el cebador especifico
1299 [5- (AGCT)CC(AG)TC(CT)TG(AGCT)CC(AG)AA(AG)TA(AGCT)ACCCA -37],
disefiado a partir de la regiéon C-terminal del gen de la dextransacarasa B-1299
(enzima responsable de la produccion de dextrano en Leuconostoc spp.), se ha
reportado como una estrategia exitosa para la diferenciacion de cepas Leuconostoc

spp. productoras del polimero (Frausto y col., 2015)
1.5 Control de BAL causantes de deterioro

Los microorganismos causantes de deterioro estan ampliamente distribuidos en el
agua, el suelo y el aire; aunque resulta casi imposible evitar su ingreso a los
alimentos, el primer aspecto a vigilar son las buenas practicas de fabricacion y
procesamiento de los alimentos. Particularmente, el saneamiento y la higiene
permite prevenir o reducir al maximo la contaminacibn de microorganismos

deterioradores.
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Existen tecnologias de procesamiento que eliminan o reducen la carga microbiana.
Ademas de los tratamientos térmicos, ampliamente reconocidos como la
pasteurizacion, se incorporan algunas “nuevas” tecnologias, tales como las altas
presiones, la exposicidn a ozono, la radiacidon y los campos eléctricos pulsados

(Alvarez-Cisneros y col., 2025).

Finalmente, para evitar el deterioro en los alimentos es fundamental limitar el
crecimiento de los microorganismos deterioradores en el producto. Esto se logra
por diversas vias, una de ellas es controlando la temperatura durante su
produccion, almacenamiento y comercializacidon, es decir manteniendo cadena de
frio. Esta opcion no siempre es factible o bien, resulta insuficiente; es por ello que
también se recurre a la adicion de compuestos con efecto bacteriostatico dentro de
la formulacion. Entre los conservadores autorizados, pero temidos por reacciones
toxicoldgicas reconocidas en ellos, se incluyen sorbatos y benzoatos. Sin embargo,
actualmente también se encuentran opciones mucho menos toxicas como los
acidos organicos, las bacteriocinas (como la nisina) e incluso aceites esenciales y

especias que exhiben actividad inhibidora (Eilin Doyle, 2007).
[.5.1 Tratamiento térmico

La pasteurizacion es un tratamiento térmico suave, cuyo objetivo principal es
eliminar por completo las células vegetativas de bacterias patdgenas, inactivar
enzimas y reducir en general la carga microbiana de origen, este proceso también
elimina una proporcion significativa de microorganismos causantes de deterioro.
Este proceso implica un tratamiento con una temperatura por debajo de 100 °C y

los productos se enfrian rapidamente después de este (Erkmen & Bozoglu, 2016b).

Usualmente, en la pasteurizacion de la leche, ésta se pasa a través de un
intercambiador de calor a alta temperatura, calentando hasta 72 °C durante 15
segundos Yy enfriando rapidamente; esta se conoce como pasteurizacidon
instantanea (HTST). La base para helado se puede pasteurizar a 71.1 °C durante
30 min o a 82.2 °C durante 16 a 20 s (Erkmen & Bozoglu, 2016b).
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1.5.2 Desinfectantes

Los desinfectantes empleados en la industria alimenticia son sustancias quimicas
que eliminan bacterias, virus y otros microorganismos presentes en los productos
alimenticios o en las superficies que los contactan. Se busca que ejerzan un efecto
biocida de amplio espectro contra bacterias, hongos y virus; que sean eficientes a
bajas temperaturas y econdmicos. No deben alterar el sabor de los alimentos ni sus
propiedades, los mas comunes se basan en cloro (Somengil, 2022). Los
desinfectantes aprobados para usarse en superficies que se encuentran en
contacto con alimentos incluyen productos con ingredientes activos como
hipocloritos, dioxido de cloro, yodoforos, acido peracético y amonio cuaternario de

ultima generacion (Imperial Dade, 2021).

El acido peracético (PAA) o acido peroxiacético. Es un compuesto organico
producto de la reaccién del acido acético con perdxido de hidrogeno. Tiene
numerosas aplicaciones industriales, principalmente como sanitizante en la
industria alimentaria y de bebidas. Su mecanismo biocida de oxidacidén consiste en
transferir electrones del acido en su forma oxidada, a los microorganismos,
provocando su inactivacion. Sus caracteristicas de buena eficacia, sin residuos
toxicos y de bajo costo relativamente hace del PAA un antimicrobiano ampliamente

usado en la industria (Estornell, 2019).
1.5.3 Conservadores

Los conservadores alimenticios son aditivos especificos que previenen el deterioro
causado por enzimas, microorganismos Yy la exposicion al oxigeno. Son
compuestos que se afaden de manera intencional para proteger la calidad y
extender la vida util de los alimentos y bebidas. Estos deben ser no téxicos,
solubles, no alterar las propiedades organolépticas y exhibir propiedades
antimicrobianas preferentemente en un amplio rango de pH. Se usan en cantidades
controladas y niveles bajos (Garcia-Garcia & Searle, 2016; MacDonald &
Reitmeier, 2017).
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El sorbato de potasio, el propionato de calcio y el benzoato de sodio son
conservadores utilizados para prevenir el crecimiento microbiano y retarda los
cambios de color, textura y sabor. El sorbato de potasio y el benzoato de sodio
inhiben el crecimiento de mohos y levaduras, el BHA y BHT son antioxidantes que

previenen el enranciamiento de las grasas (MacDonald & Reitmeier, 2017).

Los conservantes mas utilizados en productos lacteos son benzoato, sorbato y
natamicina. El benzoato y el sorbato tienen un fuerte efecto sobre la actividad
antimicrobiana, asi como sobre la calidad e inocuidad del producto. La natamicina

es activa contra casi todas las levaduras y mohos (Bhatti, 2019).

La conservacion utilizando antimicrobianos naturales es deseable debido a la
creciente demanda de alimentos con etiqueta limpia por parte de los consumidores
que prefieren los conservantes naturales sobre los quimicos. Por esta razén, la
nisina —un bactericida natural— se utiliza cada vez mas en productos lacteos
(Ibarra-Sanchez y col., 2020).

La nisina es un conservante de alimentos, bactericida natural y toxicolégicamente
seguro. Es un polipéptido producido durante la fermentacion por Lactococcus lactis
sbsp. lactis, una BAL reconocida como segura. Exhibe actividad biocida contra una
amplia gama de bacterias Gram positivas y es particularmente eficaz contra
esporas bacterianas. Por otro lado, no exhibe la misma actividad contra las Gram
negativas, mohos y levaduras. Se ha demostrado que este conservante es eficaz
para controlar el deterioro provocado por BAL, como Lactobacillus, Pediococcus,

Leuconostoc y Oenococcus (Delves-Broughton, 2014).

El fundamento del efecto antimicrobiano de la nisina se basa en la inhibicion de la
biosintesis de la pared celular, el conservador se une al lipido Il que es un
precursor de la pared celular, conduciendo a la formacion de poros vy

posteriormente produciendo muerte bacteriana (Ibarra-Sanchez y col., 2020).

Lactiplus es un conservador de amplio espectro y soluble en agua, resultado de la
reaccion del acido propiénico y sales de sodio, es un inhibidor de disefio (Nutryplus,

s. f.). El acido propidnico es un acido organico empleado como agente
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antimicrobiano en productos alimenticios como lacteos. Este acido muestra un
efecto inhibidor en bacterias que lo metabolizan acumulandose en las células,
bloqueando las vias metabdlicas y provocando inhibicion enzimatica. Dependiendo
de la concentracién reduce el pH intracelular e inhibe el crecimiento debido a una

acumulacion de aniones (Ranaei y col., 2020).

También se sabe que la matriz alimentaria puede llegar a influir en la accién de los
conservadores. Por ejemplo, en muchos casos la actividad antimicrobiana de los
péptidos bioactivos (como la nisina) disminuye en presencia de proteinas, también
la alta concentracion de grasa reduce el efecto antimicrobiano debido a la
interaccion hidrofébica de los péptidos y la grasa presente en el alimento que
impiden la aproximacién de los péptidos a las bacterias para su eliminacion. Incluso
el pH de la matriz puede afectar a agentes antimicrobianos que dependen de este
factor (nisina, acidos organicos) debido a que influye en su via de difusién asi como
puede afectar su solubilidad. La nisina muestra una alta efectividad y buena
solubilidad en medios mas acidos (alrededor de valores de 2.5) y pierde el efecto

en matrices con un pH cercano al neutro (Wang y col., 2023).

|.6 Deterioro en planta de lacteos

Una empresa de la region dedicada a elaborar productos lacteos azucarados esta
presentando problemas poco comunes de deterioro en forma de viscosidad
indeseada en su producto de base para helado, previamente se encontré que BAL
de tipo Leuconostoc spp. productoras de polimeros son las responsables. Por lo
que el presente proyecto pretende evaluar la persistencia de algunas cepas
deterioradoras presentes en la planta durante los afios 2021 y 2023, también
determinar el nivel de deterioro causado por algunas cepas en base para helado y
finalmente probar su susceptibilidad a conservadores para controlar el deterioro del

producto
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Il. OBJETIVOS

I1.1. Objetivo general

Caracterizar genotipicamente cepas de Leuconostoc spp. dentro de una planta de
lacteos azucarados, asi como en su capacidad para deteriorar base para helados, y

en su susceptibilidad a conservadores.
[1.2. Objetivos particulares

e Determinar la persistencia de genotipos de cepas Leuconostoc spp. aislados
en distintos afios de muestreo (2021 y 2023) dentro de la planta de lacteos

e Evaluar la capacidad de deterioro de cepas pre-seleccionadas de
Leuconostoc spp. en base para helado

e FEvaluar la susceptibilidad de cepas seleccionadas de Leuconostoc a

conservadores en una formulacion de base para helado
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Ill. METODOLOGIA

[11.1 Sitio experimental

La experimentacién se realizdé dentro de los laboratorios de la Facultad de Quimica
de la Universidad Auténoma de Querétaro, incluidos los laboratorios de
fermentaciones vy fisiologia de frutas y hortalizas, el de inocuidad microbiana de los

alimentos y el de microbiologia molecular.
[11.2 Material biolégico

Se trabajo con 36 cepas de Leuconostoc spp., 15 de ellas fueron aisladas durante
el 2021 y evaluadas en su capacidad de deterioro de jarabe de leche por Bravo y
col. (2024) y las restantes fueron recuperadas durante el 2023 para determinar la

persistencia de cepas dentro del mismo proceso de produccion (Cuadro 3).

Cuadro 3. Cepas de Leuconostoc spp. previamente aisladas y evaluadas en su

capacidad de deterioro en jarabe de leche (Bravo y col. 2024).

Clave Nivel de deterioro en Clave Nivel de deterioro en
cepa Jarabe de Leche cepa Jarabe de Leche

C4 Alto C23 Intermedio

C19 Alto C24 Intermedio

C43 Alto C33 Intermedio

C44 Alto C30 Alto

C1 Alto C40 Alto

C9 Intermedio C16 Bajo

C21 Bajo C31 Intermedio

C6 Intermedio

[11.3 Activacién y preparacion de cepas

A partir de las cepas conservadas a -20 °C, se tomaron 20 uL y se inocularon en un
tubo con 3 mL de caldo MRS, los cuales se incubaron durante 48 h a 30 °C para su
activacion. Para generar la suspension celular de trabajo, se realizdé un subcultivo
con 18 h de incubacion. Esto permitid alcanzar una maxima concentracion de

células viables (alrededor de 1x10° UFC/mL). A partir de este cultivo, se realizaron
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las diluciones decimales seriadas hasta alcanzar las concentraciones deseadas de

trabajo para cada experimento.
I11.4 Persistencia de cepas en la planta productora mediante genotipificacion RAPD

A 29 cepas se les extrajo su ADN empleando un protocolo modificado de Barragan
Castillo y col. (2020), como se describe a continuacion. El pellet celular recolectado,
se suspendio en 300 yL de buffer TNES (Tris-HCI de 200 mM, NaCl 250 mM, EDTA
25 mM y SDS 0.5%) y se sometio a lisis térmica a 95 °C por 10 min; se centrifugd a
12,000 G por 2 min. Al sobrenadante recuperado se le afadieron 80 uL de acetato
de sodio 3M y se incubaron durante 10 min a -20 °C. Nuevamente se centrifugo
(12,000 G por 2 min.), se recupero el sobrenadante y se precipitdé con 300 uL de
isopropanol, incubando a -20 °C por 10 min y tras una centrifugacion se agrego6 1
mL de etanol al 70%, reposando 5 min a temperatura ambiente. Después de una
ultima centrifugacién el sobrenadante se eliming, el pellet se secé en termobloque a

50 °C; vy, por ultimo, se resuspendio en 50 pL de agua tridestilada estéril.

La caracterizacion genotipica se realizé mediante la técnica de RAPD utilizada por
Frausto 'y col, 2015, empleando el cebador aleatorio 1299
(5’-(AGCT)CC(AG)TC(CT)TG(AGCT)CC(AG)AA(AG)TA(AGCT)ACCCA-3). La
amplificacion se realizd con una mezcla de reaccion de 13 pL totales, que
incluyeron 0.8 uM del iniciador, 1 uL del ADN extraido y 6.5 uyL GoTaq Master Mix

2X (Promega). La PCR se llevé a cabo con las siguientes condiciones

e Desnaturalizacién inicial: 95 °C,1 min, seguido de 40 ciclos de:

o Desnaturalizacion: 95 °C, 1 min,
o Hibridacion: 30 °C durante 1 min

o Elongacion: 72 °C durante 5 min

e Y una extension final a 72 °C durante 10 min.

Los perfiles genéticos se analizaron con una electroforesis de gel de agarosa al

1.8%, que se corrio a 100V durante 30 min. El gel se sumergié en una solucién al
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0.5% de bromuro de etidio por 10 min para finalmente revelarlo en un
fotodocumentador Kodak Edas 290.

Los perfiles de bandeo nominales de cada cepa se analizaron mediante Image J, y
a partir de éstos se realizé un analisis de conglomerados jerarquico con el método

de Ward para establecer similitudes genotipicas entre las cepas.

1.5 Capacidad de deterioro de cepas de Leuconostoc spp. en base para helado
(BH)

Se evalué la capacidad de deterioro de las 15 cepas de Leuconostoc spp.
previamente aisladas y caracterizadas en su capacidad para deteriorar jarabe de
leche (Cuadro 3). Para ello, se inocularon 6 Log UFC/mL de cada cepa en 100 mL
de BH por triplicado, y se incubaron a 10 °C durante 10 dias. Se determind la
concentracion de BAL, y variables fisicas y quimicas asociadas al deterioro, como

se puntualiza a continuacion.

I11.5.1.Cuantificacion de BAL

Para conocer la concentracidon de células viables antes y después de la incubacion,
se tomaron 100 pl de cada réplica, realizando dos diluciones seriadas y sembrando
por la técnica de goteo 10 pl de cada dilucion en una placa de agar MRS. Las
placas se incubaron 48 h a 30 °C y posteriormente se contaron las colonias,

reportando la concentracion en UFC/mL.
[11.5.2 Viscosidad

La viscosidad se midié mediante el uso de una copa Ford #4 (TCP SG-244, Master
Airbrush) sujeta a un soporte universal. Se llen6 la copa con 50 g del producto
bloqueando el orificio de salida y posteriormente liberando el liquido, registrando
con ayuda de un cronémetro, el tiempo que tard6 en caer de forma continua. Los
resultados se expresan en centiStokes (cSt) con la siguiente formula (Bravo y col.
2024, Bancalari y col., 2020)

Viscosidad (cSt) =V = (3.7(t)) — (4—20)
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V = Viscosidad
t = tiempo de flujo (en segundos)

[1.5.3 pH

El pH se midi6 con un potencidmetro Hannah calibrado a dos puntos (4 y 7)

utilizando 50 grs de la muestra.

I11.6 Susceptibilidad a conservadores en formulacion modelo de Base para Helados

Con 5 cepas deterioradoras (C6, C16, C30, C40 y C44) de base para helado (BH),
se evaluaron dos tratamientos, uno con nisina (6 ppm), otro con Lactiplus (0.5%) y
sus respectivos controles; como controles se incluyeron la BH sin conservador con
cada cepa y la BH sin inocular. Se emple6 BH recién fabricada, sin conservadores y

proveniente de la empresa vinculada al proyecto.

Se activaron las cepas (seccion 3.3) y se inoculd una concentracion de 1x10*
UFC/mL de cada cepa en 100 mL de producto, realizando cada tratamiento por
triplicado. Todas las porciones (controles y tratamientos) se incubaron a 10 °C
durante 10 dias. Tanto al momento de la inoculacion (TO) como al final de la
incubacion (Tf) se determind la concentracion de BAL, la viscosidad y el pH

(seccion 3.5).
I11.7 Analisis estadistico

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, incluyendo controles pertinentes.
Los resultados se reportaron como la media * desviacion estandar. Se realizaron
analisis de varianza (ANDEVA), pruebas de Dunett y de Tukey para determinar la
relevancia de los factores evaluados y diferencias significativas entre tratamientos,
empleando la plataforma RStudio 2023.12 y el software estadistico JMP 11. Los
factores evaluados, dependiendo del ensayo, incluyeron: cepas, sanitizantes y

conservadores.

26



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Persistencia de genotipos aislados durante en los afios 2021 y 2023

En total se comparé el perfil genotipico de 29 cepas mediante la técnica de RAPD,
de las cuales 8 de ellas provenian de aislamientos realizados durante el 2021
(denotadas con la letra L), y 21 de aislamientos del 2023. De estas ultimas, 10
fueron aisladas por el laboratorio de microbiologia de la planta a partir de
superficies como valvulas, tuberias de transferencia, conexiones y otras areas en
contacto directo con el producto posterior al tratamiento térmico, durante diversos
muestreos internos (letra C). Las 11 cepas restantes fueron aisladas de lotes de
base para helado enviados al Laboratorio de Inocuidad Microbiana de los Alimentos
(LIMA) de la UAQ para su analisis (letra H). En la Figura 4 se observan los patrones

de banda obtenidos por algunas de estas cepas.

Figura 4. Patrones de banda obtenidos por algunas de las cepas Leuconostoc
spp. genotipificadas mediante RAPD. En el primer carril se ubica el marcador de
peso molecular (Tracklt 100 bp, Invitrogen) y en los subsecuentes cepas del
2021 (L) y 2023 (H).
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A simple vista, se puede observar que las cepas de los dos ultimos carriles (L43 y
L44) presentan un patron de bandas muy similar (en 420, 500, 850, 1000, 1300,
1500 bp). Sin embargo, un analisis basado Unicamente en esta observacion es
poco confiable debido a la calidad de la imagen. Es por eso que programas como
Image J son utilizados para analizar los resultados obtenidos en los patrones de
bandas generados por la electroforesis, estos permiten denotar y comparar las
bandas de las muestras en comparacién con el marcador de peso molecular. Este
programa informatico realiza un analisis evaluando los pixeles luminosos en las
imagenes digitalizadas de los geles, lo que facilita en gran medida la evaluacién de

la intensidad y el tamafio de bandas (Gallagher, 2010).

Mediante este andlisis se cred una matriz binaria de ausencia y presencia (0 y 1) de
bandas, la cual fue utilizada como base para el analisis de conglomerados
jerarquico mediante el método de Ward, que permitié clasificar las cepas con base
en la similitud en sus patrones de bandas (Tokuda y col., 2021). El dendrograma
generado se muestra en la Figura 5, la cual ilustra las relaciones jerarquicas entre
los diferentes grupos conformados por las cepas basados en sus patrones de

semejanza.

En la Figura 5 se pueden observar tres grupos principales representados por tres
diferentes colores. Es importante recalcar que las cepas con nomenclatura "L"
fueron aisladas en 2021, mientras que las cepas "C" y "H" fueron aisladas en 2023;
las cepas "C" provienen de aislamientos realizados en la planta, durante monitoreos
internos y las "H" se obtuvieron de muestras de base para helado analizado en el
LIMA. En el conglomerado de color rojo, se observa mayoritariamente cepas del
2023 (C y H), encontrando similitud s6lo con dos aislamientos del 2021; L6 y L25.
Por el contrario, el conglomerado color verde, agrupa una mayor proporcion de
aislamientos del 2023 y cuatro del 2021 (C7, C8, C10 y C11). En ambos

conglomerados se encuentran cepas recuperadas en distintos afos.
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Figura 5. Conglomerado Jerarquico por el método de Ward a partir de los

patrones de bandeo de las 29 cepas genotipificadas mediante RAPD.

Las cepas aisladas en 2021 presentan similitudes genéticas con las cepas
recolectadas en 2023. Este hallazgo propone que existe una persistencia de estas
BAL en el ambiente durante un periodo de tres afos, por lo que no han sido
completamente eliminadas mediante los procesos de sanitizacion, limpieza vy
pasteurizacion aplicados, tanto al producto como a las instalaciones donde se lleva
a cabo el proceso. No obstante, al no ser idénticas (aislamientos del 2021 y del
2023), se podria asumir que han sufrido modificaciones genéticas a lo largo de
eso0s anos, tal vez impulsadas por fendbmenos de adaptacion a las condiciones de la

planta de procesamiento. La capacidad de estas cepas para sobrevivir sugiere que
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podrian estar desarrollando una resistencia a bactericidas y conservadores,
sumado a su capacidad para desarrollar biopeliculas que las protegen de
condiciones ambientales adversas y de productos destinados a eliminarlas (Zhou y
col., 2013; Nkemngong & Teska, 2024).

Como se ha mencionado previamente, las bacterias Leuconostoc spp. son
productoras de dextrano, un polisacarido que en muchos casos esta asociado a la
formacion de biopeliculas. Diversos estudios han sefalado una estrecha relacion
entre este tipo de estructuras y la persistencia bacteriana (Beroz y col., 2018;
Burmglle y col., 2010; Helaine y col., 2014). Las células se adhieren a superficies
inertes, secretan proteinas y generan una matriz polisacaridica que envuelve a las
colonias, actuando como una barrera con alta selectividad frente a nutrientes y
antimicrobianos. Esta matriz no solo ofrece proteccion fisica, sino que también crea
un ambiente interno con baja disponibilidad de oxigeno y nutrientes, condiciones
que favorecen el estado persistente (Pan y col.,, 2023). Es probable que esta
capacidad contribuya a la dificultad para eliminarlas dentro de la planta, puesto que
la habilidad de estas bacterias para adherirse a superficies inertes convierte al
acero inoxidable —material ampliamente utilizado en la industria alimentaria— en

un entorno ideal para la formacion de biopeliculas.

Aunque la persistencia es un mecanismo de supervivencia que no se transmite
genéticamente —debido a que implica un estado fisiolégico reversible en una
subpoblacién de células—, la resistencia, en cambio, si tiene una base genética
heredable. Mientras que las células persistentes pueden sobrevivir temporalmente
a los tratamientos antimicrobianos sin presentar mutaciones, las bacterias
resistentes poseen cambios genéticos que les permiten tolerar concentraciones
elevadas de antimicrobianos de forma permanente y transmisible (Serrano y col.,
2025; Pan y col., 2023). Tanto la teoria como la experimentacién sugieren que las
células persistentes facilitan la resistencia genética al constituir un reservorio

evolutivo de células viables (Windels y col., 2019).
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Se plantea que podria existir una persistencia de cepas en las superficies donde se
procesa el alimento y, ademas, algunas han desarrollado resistencia frente a los
sanitizantes, conservadores y tratamientos térmicos aplicados en las distintas
etapas del procesamiento. Esta resistencia podria haberse desarrollado y heredado

en cepas a lo largo de generaciones dentro de la planta.

IV.2 Capacidad de deterioro en base para helado

Se evalud la capacidad de deterioro de 15 cepas previamente aisladas y evaluadas
por Bravo y col. (2024) en jarabe de leche, considerando tres variables respuesta:
crecimiento (Log UFC/g), viscosidad (cSt) y pH. El producto inoculado y sin inocular
(control) se almacendé a 10 °C durante 10 dias para determinar su nivel de
deterioro.El analisis de varianza (ANDEVA) revel6 diferencias significativas para las
tres variables (p<0.0001) por lo que se realizé una comparacion de medias de

Tukey entre las cepas

En la Figura 6 se presentan los resultados de la prueba de Tukey aplicada a la
concentracion de BAL en el producto inoculado con las diferentes cepas, asi como
en el control sin inocular. En el grafico, las letras que se encuentran encima de
cada barra, si son distintas entre ellas, indican que existen diferencias significativas
entre las cepas (0=0.05). En términos generales, la mayoria de las cepas, asi como
el grupo control, presentaron una concentracion final similar. Las cepas C31 y C43
fueron las que alcanzaron mayor concentracién. Por otro lado, la cepa C21 exhibid
un crecimiento significativamente menor en comparacién con todas las demas. Las
cepas C6 y C16 también mostraron una menor capacidad de crecimiento,
comparadas particularmente con C31 y C43. El control —producto con microbiota
nativa— presentd un crecimiento bacteriano intermedio, aun sin haber sido
inoculado. El producto no era estéril, sélo pasteurizado, por lo que si se esperaba
crecimiento de bacterias naturalmente presentes, provenientes de la planta de

procesamiento.
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Figura 6. Prueba de Tukey de los valores de crecimiento bacteriano en Log UFC/g

en base para helado inoculada con distintas cepas de Leuconostoc.

Tanto en viscosidad (Figura 7) como en pH (Figura 8) se aprecian diferencias mas
claras que en el crecimiento; sin embargo, las desviaciones de los tratamientos no
permitieron una separacion estadistica definida. A continuacion, se destacaran los
tratamientos mas contrastantes, considerando que varias cepas mostraron

comportamientos estadisticamente similares a los que se discutiran.

En viscosidad (Figura 7) la cepa C16 es la que mas aumento la viscosidad del
producto lacteo, en comparacion con cepas como C1 y C40 que presentaron la
menor viscosidad. Cepas como la C24 y C23 presentan un efecto intermedio. El
control no inoculado, contrario a lo que se esperaba, se ubico en un punto
intermedio, lo que puede sugerir que las bacterias que ya se encontraban
naturalmente en el producto provocaron algun tipo de deterioro o que algunas
cepas inoculadas disminuyeron la viscosidad. La disminucién de la viscosidad de
algunas cepas puede deberse a su capacidad proteolitica, lo que podria conducir a
la hidrolisis de proteinas presentes en el producto y por lo tanto una alteracién en

su viscosidad y consistencia (Toledano y col., 2011).
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Figura 7. Prueba de Tukey de los valores de viscosidad (cSt) en base para helado

inoculada con distintas cepas de Leuconostoc.

En la Figura 8 se presentan los resultados del pH, en dénde las cepas C43, C19y
C44 muestran los valores mas bajos, lo que indica un mayor deterioro del producto
via acidificacidn. Estas cepas presentan diferencias estadisticamente significativas
con respecto al resto, aunque son similares entre si. Por otro lado, las cepas C40 y
C6 exhiben los valores de pH mas altos, lo que indica un menor deterioro del
producto. En este analisis, el control presenta un pH intermedio, que puede
deberse a la acidificacion por bacterias naturalmente presentes en el producto. Si
bien no fue inoculado con ninguna cepa, naturalmente ya contenia una carga
bacteriana que modificé al producto, esto se conoce como post-acidificacion y es
muy comun en alimentos lacteos fermentados o que presentan algun tipo de

concentracion bacteriana residual como es el caso (Guan y col., 2024)
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Figura 8. Prueba de Tukey de los valores de pH en base para helado inoculada con

distintas cepas de Leuconostoc.

A partir de estos resultados y observando la complejidad de los datos, se
propusieron dos estrategias para su analisis. La primera consiste en una grafica
tridimensional, presentada en la Figura 9, en la que cada eje corresponde a una de

las tres variables evaluadas para medir el deterioro.

En la Figura 9 se aprecian algunos agrupamientos. El de mayor numero de cepas,
alrededor de 10, abarca desde aquellas que deterioraron poco al producto (poco
crecimiento, baja viscosidad y pH cercano a 6) hasta un deterioro intermedio,
denotado principalmente por una disminucién de pH y, algunas un ligero incremento
en la viscosidad. Hacia la zona superior-derecha de la grafica se encuentran las
cepas que ocasionaron el mayor deterioro, afectando todas las variables,
encontrando una elevada concentracion microbiana, bajo pH y alta viscosidad.
Finalmente, algunas cepas que generaron variaciones importantes principalmente

en pH y que se encuentran en la seccion central en colores verde, rosa y lila.
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Figura 9. Grafica tridimensional generada en R que representa la viscosidad, el

crecimiento y el pH de las distintas cepas inoculadas en el producto

Derivado de la complejidad para la interpretacion de esta grafica que integra todas
las variables, se optd por generar un sistema de clasificacion del nivel de deterioro
causado por las cepas evaluadas. Con base en esta clasificacion, se comparé el
deterioro de las mismas cepas evaluadas por Bravo y col. (2024) en otro producto
lacteo (jarabe de leche) con la finalidad de discernir si la matriz alimentaria en la
que se desarrollen las bacterias influye en su comportamiento y el deterioro que
causan (Cuadro 4). Cabe destacar que al ser productos diferentes el nivel de

deterioro del jarabe de leche se basé en distintos valores.
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Cuadro 4. Criterios para definir el nivel de deterioro en funcion del crecimiento
microbiano, viscosidad y pH en jarabe de leche (Bravo y col., 2024) y base de

helado

Cepas segun
Variables Nivel deterioro de
Jarabe de leche

Cepas segun
deterioro de BH

Crecimiento >9.81
C1,C4, C19,C30, | C19,C31,C43y
Alt Vi idad > 450
° iscosica C40, C43y C44 C44
pH <5
Crecimiento 9.61-9.80 C4. C16, C21,
©6, ©9, £23 C23, C24, C30
Medi Vi idad 360 - 450 Lzo, Cz4,
edio iscosida C24, C31y C33 y
£33
pH 5-5.8
<
Crecimiento <9.60
<
Bajo | Viscosidad < 360 C16y C21 C1,C6,C9y
C40
oH >5.8

Algunas cepas exhiben un comportamiento similar en ambos productos. En
particular, las cepas C19, C43 y C44 generan un alto nivel de deterioro en ambos
casos. De manera similar, entre las cepas que son moderadamente perjudiciales
para la calidad del producto, destacan C23, C24 y C33, que también presentan un

comportamiento consistente en ambos productos.

Por otro lado, las cepas que causan un deterioro bajo no presentan un

comportamiento uniforme. Destacan las cepas C1 y C40, las cuales muestran
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efectos opuestos en cada producto: mientras que en el jarabe de leche provocan un
alto deterioro, en la base para helado parecen ser inofensivas. Esto sugiere que la
matriz alimentaria podria influir en su supervivencia y en su capacidad para generar
deterioro, estudios han demostrado las diferentes interacciones que presentan las

BAL con los diferentes componentes de los productos lacteos (Burgain y col., 2014)

La composicidn quimica de la base para helado suele consistir en una combinacién
de leche o crema, azucar, estabilizantes, emulsionantes y saborizantes
(Trejo-Flores y col., 2023). Algunos estudios han analizado cémo la composicién
del helado influye en la supervivencia de bacterias acido lacticas (BAL). Por
ejemplo, Alamprese y col. (2002, 2005) estudiaron a Ligilactobacillus johnsonii y L.
rhamnosus en helados con diferentes niveles de grasa, azucar y oxigeno, y no
encontraron pérdidas importantes en su viabilidad durante el almacenamiento. Por
otro lado, Homayouni y col. (2008) evalu6 a Bifidobacterium bifidum, B. longum, L.
acidophilus y L. casei, y observo que el uso de captadores de oxigeno como la
L-cisteina ayudd a mejorar la supervivencia, especialmente de L. casei. Ademas, el

contenido de azucar no afecto la viabilidad de las bacterias en este caso.

Es importante destacar que, aunque ambos productos derivan de la leche, existen
diferencias importantes entre estos que pudieron haber influido en el
comportamiento de las BAL. La base para helado presenta un mayor contenido de
sélidos totales, incluyendo grasas, azucares, estabilizantes y emulsionantes, lo cual
impacta en la viscosidad y la microestructura del producto (Gomand y col., 2019).
Por otro lado, el jarabe de leche es una matriz mas fluida, con menor viscosidad y
un numero menor de componentes funcionales afnadidos, lo que puede modificar la
disponibilidad de nutrientes y las condiciones de estrés para las bacterias. Estas
diferencias pueden afectar la difusién de metabolitos, la acidificacién, y la respuesta
frente a antimicrobianos, lo que explicaria las variaciones observadas de matriz a

matriz (Burgain y col., 2014; Ranadheera y col., 2009).

La estructura fisica del alimento puede ofrecer cierta proteccién a las BAL durante

el almacenamiento, sin embargo, factores como la composicidbn quimica o
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condiciones de almacenamiento son mas importantes en la viabilidad de estas. Por
ejemplo, el pH de la matriz suele tener un mayor impacto que su forma fisica. La
capacidad de la matriz para mantener la viabilidad esta determinada por el
contenido, la proporcidn de nutrientes y parametros como el pH, la actividad de
agua (aw) y el contenido de oxigeno. Un pH acido potencia el efecto bactericida por
el aumento de la concentracion de acidos organicos y un alto contenido de grasa

aumenta la tasa de oxidacion reduciendo la supervivencia (Gomand y col., 2019).

Los productos lacteos son una buena matriz para la supervivencia de las bacterias
acido lacticas (BAL) porque contienen proteinas y derivados como la caseina
hidrolizada o la triptona, que favorecen su crecimiento. Estos compuestos ayudan a
reducir el potencial redox del alimento y a mantener un pH cercano a la neutralidad,
condiciones que benefician a las BAL. Ademas, estas bacterias pueden usar la
lactosa y aprovechar los aminoacidos liberados durante la hidrdlisis de la caseina,
lo que les da una ventaja para crecer y mantenerse viables (Burgain y col., 2014;
Gomand y col., 2019).

IV.3 Susceptibilidad a conservadores dentro de la formulacion de base para helado

Se evalud la susceptibilidad de 5 cepas (6, 16, 30, 40, 44) con diferentes niveles
de deterioro en BH (Cuadro 4), a dos conservadores: Nisina (Conservador 1) y
Lactiplus (Conservador 2) midiendo las mismas variables de deterioro

(concentracion de células, viscosidad y pH).

Se determiné la significancia de los factores evaluados mediante un ANDEVA vy
posterior prueba de Dunnett (comparando contra el control sin inocular) (Lee & Lee,
2018). Resultaron significativos (p<0.0001) los efectos de ambos factores (cepa y
conservador) para todas las variables, excepto para la concentracion de BAL con

los conservadores (p<0.911).

En la Figura 10 se puede observar que no hay diferencias estadisticas que nos
indique que algun conservador inhibié de manera significativa el crecimiento de las

BAL en comparacion con el producto sin conservadores. También se aprecia en el
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Conservador 1 (Nisina), un efecto contrario al esperado, pues se observa un
crecimiento bacteriano ligeramente mayor al del control sin conservador. Esto
podria estar relacionado con el uso reiterado de Nisina como conservador en la
planta de procesamiento del producto lacteo. Es posible que esta exposicion haya
inducido mecanismos de resistencia en algunas de las bacterias, por lo que este
conservador perdio su efectividad en lo que respecta a evitar el desarrollo (Maillard,
2018).

UDL = 9.764

9.6

a5
1 Media de minimos cuadrados de control = 9.453

LogUFC/ml

o4

03

LDL = 9.141

a1

consl censd

Tratamiento
o =0.05, Centrel = control

Figura 10. Prueba de Dunnett de crecimiento

En cuanto a la viscosidad, en la prueba se observa que ambos conservadores
estan fuera de los limites de decisién (Figura 11), lo que nos indica que hay una
diferencia estadisticamente significativa en el uso de los conservadores respecto al
control. En este caso, una disminucién de la viscosidad nos dice que tanto Nisina
como Lactiplus son productos eficaces para evitar el deterioro del producto en

cuanto a esta variable.
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Figura 11. Prueba de Dunnett de viscosidad

En lo que respecta al efecto sobre el pH (Figura 12), Lactiplus se destacé como un
conservador mas eficaz, pues evitdo una acidificacion excesiva, significativamente

superior al control, y mejor que cuando se emplea la Nisina.

5.3
5.2

5.1

UDL (limite superior de decision)
pH 5.0

409 l Media de minimos cuadrados de control = 4.905

48

LOL (limite inferior de decisién)

47
cons] cons2

Tratamiento
o =0.05, Control = control

Figura 12. Prueba de Dunnett de pH

Los resultados previos analizan el efecto del conservador sobre las variables de
respuesta sin considerar las cepas individualmente. Sin embargo, para examinar
ahora el comportamiento de cada cepa, en la Figura 13 se presentan tres graficas

(paneles a, b y ¢), que nos permiten tener una vision mas detallada.
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En el panel a de la Figura 13 nuevamente se aprecia la similitud entre la
concentracion de las cepas en presencia de los conservadores; solo C44 se
observa diferente, pues creci®6 menos que las otras y fue considerablemente
inhibida por Lactiplus. En cuanto a la viscosidad (Figura 13b), también se confirma
la eficacia de ambos conservadores y nuevamente destaca la cepa C44, cuya
viscosidad es baja en general. Este resultado es relevante, puesto que esta cepa

presenta una capacidad de deterioro alta.

Con relacion al pH (Figura 13c), se observa que, para la mayoria de las cepas,
Nisina fue similar al control, mientras que Lactiplus mantiene el pH en niveles
superiores, evidenciando su capacidad para evitar la acidificacién del producto. De
nuevo, la cepa C44 se distingue del resto, pues ésta mantiene niveles de pH mas

altos y el efecto de Lactiplus es mas notable.

La nisina es un péptido antimicrobiano compuesto por 34 residuos de aminoacidos,
clasificado como una bacteriocina producida por cepas de L. lactis subsp. lactis. Es
soluble en medios acidos y un eficiente bactericida frente a bacterias Gram
positivas, como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Clostridium
botulinum. Ademas, es considerada segura para el consumo humano, debido a que
no afecta negativamente a la microbiota intestinal, es biodegradable y se degrada
rapidamente en el tracto digestivo por accién de proteasas. El mecanismo de
accion se produce mediante la formacidén de poros en la membrana citoplasmatica
y al inhibir la sintesis de peptidoglicano. Gracias a estas propiedades, la nisina ha
sido ampliamente utilizada como conservador natural en una variedad de productos
alimenticios, especialmente en matrices lacteas, carnicas y de panificacion (Setiarto
y col., 2023; Lavigne-Martyn, 2011; Zhou y col., 2013)
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La planta que produce la BH ha estado usando nisina como conservador en
concentraciones cada vez mas altas, lo que desafortunadamente puede favorecer
la resistencia de las cepas. Algunas bacterias Gram positivas pueden desarrollar
resistencia a la nisina cuando son expuestas de forma repetida a concentraciones
crecientes de este compuesto. Se ha reportado resistencia en diversas especies,
incluyendo L. casei, S. thermophilus, P. acidilactici, S. bovis, L. monocytogenes, L.
innocua, B. cereus, S. aureus'y C. botulinum. Este mecanismo de resistencia puede
modificar el grosor de la pared celular, la composicion de la membrana de
fosfolipidos e incluso en algunas especies hay una produccion de la enzima

nisinasa que degrada la nisina (Zhou y col., 2013).

El acido propiénico (acido propanoico, C:H:O:) es el principal componente del
conservador Lactiplus. Se trata de un acido carboxilico que, en estado puro, es
incoloro, soluble en agua y corrosivo. Tiene usos en diversas industrias, y en la
alimentaria se emplea como agente antimicrobiano en productos lacteos, de
panaderia, cereales y piensos. Este compuesto presenta un efecto inhibidor sobre
microorganismos capaces de metabolizarlo, acumulandose en el interior celular,
bloqueando rutas metabdlicas e inhibiendo enzimas. Dependiendo de la
concentracion, puede reducir el pH intracelular y limitar el crecimiento bacteriano
debido a la acumulacion de aniones (Goldberg & Rokem, 2009; Ranaei y col.,
2020).

Estudios como el de Wang y col. (2014) demostraron el efecto inhibitorio del acido
propionico en el crecimiento de Staphylococcus aureus, mediante la reduccion del
pH intracelular, y también evidenciaron su actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli. De forma complementaria, Antone y col. (2022) evaluaron la
eficacia de fermentados con acido propiénico como componente principal frente a
patdogenos transmitidos por alimentos, demostrando una accion antimicrobiana
potente y especifica contra Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y

Staphylococcus aureus.
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V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La persistencia de algunas cepas de Leuconostoc spp. dentro de la planta en un
periodo de al menos dos afos sugiere una adaptacién a las condiciones del
entorno, posiblemente facilitada por la formacién de biopeliculas.

Las cepas evaluadas mostraron diferencias en su capacidad para deteriorar base
para helado, evidenciado por su crecimiento, produccion de viscosidad y
acidificacion. Estas variables no se comportaron de manera dependiente, debido a
que se observo una elevada viscosidad en cepas con bajo crecimiento, y viceversa.
Las cepas C19, C43 y C44 presentaron una alta capacidad de deterioro de base
para helado, confirmando lo encontrado por Bravo y col. (2024) en jarabe de leche.

En otras cepas se observé que la matriz alimentaria influy6é en la manifestacion del
deterioro, lo que sugiere que la composicion del alimento y sus propiedades
quimicas pueden afectar el comportamiento metabdlico de las bacterias.

Las cepas evaluadas presentan cierta resistencia al conservador actualmente
empleado por la planta, la Nisina. Y el conservador alternativo Lactiplus, si bien
mostré mayor eficacia, no evita por completo el deterioro con todas las cepas.

Los resultados de este estudio destacan la importancia de implementar un control
sanitario integral en la planta, que no se limite unicamente a una desinfeccidn
efectiva, sino que también contemple la seleccion adecuada de conservadores
teniendo en consideracion la matriz alimentaria. Ademas, se resalta la necesidad
de una vigilancia constante de la microbiota presente en el entorno y en el producto
final, con el fin de prevenir y controlar el deterioro microbiano de manera mas
eficiente.

Se recomienda continuar caracterizando las cepas de Leuconostoc spp.
deterioradoras de estos productos en algunos aspectos como: capacidad de
formacion de biopeliculas; tolerancia frente a sanitizantes en células planctonicas y
en biopeliculas; interacciones entre las cepas y con la matriz alimentaria para
determinar como afectan sus capacidades metabdlicas

También se recomiendan diferentes formulaciones del conservador alternativo

Lactiplus que fue efectivo en algunas de las variables evaluadas
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También se recomienda evaluar e implementar distintas técnicas de sanitizacion,

barreras multiples y métodos de control ante biopeliculas en superficies donde se
procesa el producto

Finalmente, este trabajo proporciona informacion util para el disefio de estrategias

especificas que mejoren la inocuidad y vida util de este producto lacteo.
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