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INVESTIGACION
CONVOCATORIA 2024

1. Cuantificaciébn e identificacion de bacterias deteriorativas por métodos
convencionales y moleculares, evaluacion sensorial y cambios
fisicoquimicos durante el tiempo de vida Gtil del queso amasado elaborados
en Tulcan, Provincia del Carchi, Ecuador.

2. Tipo de proyecto:

Proyecto de Investigacion Béasica
Proyecto de Investigacion y Desarrollo (I1+D)
Proyecto de Investigacion y Desarrollo (I+D+l)

3. Grupo deinvestigacion )
CIENCIA, TECNOLOGIA Y GESTION EN EL PROCESAMIENTO DE
ALIMENTOS (CITEGPA)

4. Lineas de investigacion y campos del conocimiento

Linea 1 Tecnologia, biotecnologia calidad e inocuidad en
el procesamiento de alimentos
Linea 2 Agroecologia

5. Especialidad del campo

Campo Amplio

Ingenieria, Industria y Construccion

Campo Especifico

Industria y Produccion

Campo Detallado

Procesamiento de Alimentos

6. Ejey sub-eje dela propuesta

Eje

Salud publica y comunitaria

Sub-eje

Soberania alimentaria como una estrategia para
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colaboradores), todos son participantes en la investigacion.
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8. Fechade entrega del perfil

Octubre 18 del 2023

9. Fecha planificada de finalizacién del proyecto
Febrero 27 de 2026

10. Introduccion

El queso amasado Carchense, es un queso fresco, definido como un alimento no
madurado obtenido de la cuajada no cortada, por acidificacion natural, molido,
amasado, moldeado en moldes perforados y espolvoreado de sal de consumo
humano; desmenuzado manualmente, moldeado y prensado (INEN 1528, 2012).
Este alimento es Unico en la provincia, en el pais y en el mundo por su tradicion, su
historia, su sabor y su contextura (Diario La Hora, 2019).

Posee caracteristicas fisicoquimicas de pH entre 6.53 y 6.86, actividad de agua entre
0.97 y 0.98 y cloruro de sodio entre 1.92 y 2.69%, humedad entre 4.45 y 5.15%,
proteina cruda entre 26.06 y 37.56%, grasa entre 38.14 y 51.84% y carbohidratos
totales entre 8.08 y 32.46% (Anchundia y col., 2019), que lo hacen un ecosistema
ideal para el desarrollo de microorganismos deteriorativos. Este alimento empacado
al vacio tiene un tiempo de vida util de 21 dias.

El tiempo de vida util es relativamente corto debido a cambios quimicos, bioquimicos
y fisicos que son determinados por la actividad de los microorganismos y las enzimas
producidas, que traen como consecuencia cambios en los atributos sensoriales como
el color, el sabor, el olor, el flavor y la textura. Debido a la formacion de pelicula
blanquecina amarillenta, espesa, gelatinosa y viscosa, la aparicion de olores
desagradables por la hidrolisis de proteinas y lipidos, decoloracion debido a la
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formacion de pigmentos y la produccion micotoxinas durante el almacenamiento en
refrigeracion. También se altera la composicion nutricional tal como el contenido de
agua, proteinas, carbohidratos y lipidos, lo cual reduce su valor comercial. (Ho,
Howes & Bhandari, 2017; Kacaniova et al., Lacivita et., 2019, 2019 Hoda S. El-Sayed
& El-Sayed, 2021)

Asi mismo, la reduccion de la vida util tiene como efecto la pérdida del alimento, que
se convierte en desecho, produciendo un efecto negativo en la seguridad alimentaria
y nutricional, efectos perjudiciales en el ambiente y graves pérdidas econOmicas para
los consumidores y fabricantes. (Martin, Torres & Wiedmann, 2020)

Es importante mencionar que en el Ecuador no existen investigaciones relacionadas
con la cuantificacién e identificacion de microorganismos deteriorativos en quesos
frescos y mucho menos en el queso amasado de la provincia del Carchi, sin embargo,
dada la importancia de las bacterias deteriorativas se han realizados investigaciones
internacionales que demuestran que las bacterias que causan deterioro del queso
son, bacterias psicrétrofas, Gram negativas, coliformes, E. coli, bacterias &cido
lacticas, bacterias proteoliticas como Bacillus spp, B. stearothermophilus , B.
licheniformis , B. coagulans , B. cereus, B. subtilis y B. circulan, los lipoliticos
predominantes en los estudios fueron especies de Pseudomonas, Enterobacter,
entre otros.

Los estudios microbiolégicos estan basados en métodos tradicionales de cultivo,
aislamiento e identificacion, sin embargo, existen microorganismos que no son
cultivables, de tal manera que el aislamiento e identificacibn no es posible y su
estudio deben ser realizados con tecnologia y métodos independientes de cultivos
utilizando técnicas de biologia molecular tal como la PCR, secuencia de proxima
generacion, entre otros, que permitan contribuir a revelar y catalogar extensivamente
a los quesos desde el punto de vista de microorganismos deteriorativos. (Xue et al.,
2018)

La microbiota identificadas por las nuevas tecnologias contribuyen significativamente
con la calidad, inocuidad y a otros parametros fisicoquimicos de los quesos frescos,
asi como su impacto en toda la cadena de produccion, desde la pasteurizacion de la
leche, hasta la culminacion de la vida util. Entender la microbiota es crucial para
desarrollar caracteristicas deseables y la calidad del producto final. En este sentido,
la secuenciacion de proxima generacion en los dltimos 5 afios ha sido utilizada
ampliamente para describir la microbiota de los alimentos lo cual ha permitido un
andlisis mas detallado de la diversidad microbiana en comparacién con métodos
cultivos dependientes. (Nam et al. 2021)

El uso de la secuenciacién de proxima generacion y técnicas de biologia molecular
ha hecho que la microbiologia de alimentos haya revolucionado rapidamente para
analizar la diversidad microbiana presente en matrices de alimentos, produciendo
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resultados mucho mas claros, y de alto impacto que las investigaciones dependientes
de cultivos. (Marino et al., 2020)

11. El problema

El tiempo de vida util de los quesos frescos amasado fabricados en la provincia del
Carchi, esta determinado por cambios quimicos, bioquimicos y fisicos debido al
crecimiento de microorganismos deteriorativos y a su vez por su actividad enzimética.
También son afectadas las caracteristicas sensoriales y nutricionales debido a la
perdida de firmeza, textura, aparicidon de colores sobre la superficie, viscosidad,
sabores y olores desagradables, disminuyendo el contenido de nutrientes, entre
otros. Cambios que conllevan a una reduccion en el tiempo de comercializacion en
perchas, disminuye su valor comercial y problemas de distribucion para toda la
poblacién. La consecuencia de no estudiar la carga microbiana y la microbiota
deteriorativa de los quesos frescos amasados afecta a la seguridad alimentaria de
nifos y de gran parte de la poblacibn que consumen estos tipo de alimentos.
(Mastromatteo et al., 2014; Kacaniova et al, 2019, Nam et al., 2021)

El estudio contribuira al cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible 12, 13,
14 y 15, ya que conociendo la microflora deteriorativa se puede investigar métodos
de conservacion, materiales de empaque, componentes bioactivos, métodos de
limpieza, entre otros, que pueden mejorar el tiempo de duracion en comercializacion.
El no realizar la investigacion acerca de la vida util de los queso amasados, por su
corto tiempo de vida util, puede generar grandes cantidades de desechos que seran
recogidas de los sitios de comercializacion, ser desechado en el medio ambiente,
creando problemas de contaminacion y generar problemas economicos para los
consumidores y fabricantes. (Martin, Torres-Frenzel & Wiedmann, 2021)

Los microorganismo deterioradores reportados en quesos artesanales del noroeste
de Italia, mozzarella, suaves egipcios, tipo Grana, Kareish, Tallaga, Ras y quesos
cuajada acida, son los siguientes: bacterias mesofilas, proteoliticas, lipoliticas,
coliformes, especies de Enterococcus, Micrococcus, Streptococcus, bacterias acidos
lacticas, especies de Clostridium, Aeromonas y Pseudomonas (Dal Bello et al., 2010;
Mastromatteo et al., 2014, Mohamed, Hegazy, & Mahgoub, 2013; Alessandria, et al.,
2016; Odeyemi et al.,, 2019; Hassan et al, 2020; Samelis et al., 2021).
Microorganismos que interaccionan y que llevan a cabo sucesiones complejas que
deben ser caracterizados en cada tipo de queso fresco ya que estos alimentos son
un ecosistema que proporciona condiciones ideales para su crecimiento y
supervivencia.

El queso amasado carchense es un queso fresco que se comercializa en la provincia
del Carchi y que tiene un alto impacto en la economia de la zona, este alimento se
encuentra en la base de la alimentacion de los carchenses ya que es un producto
fabricado por microempresas de la localidad, a partir de la leche producida en la
region, generando fuentes de empleos y bienestar en la poblacion (Anchundia y col.,
2019). La compresion del deterioro del queso amasado es de suma importancia para
prolongar la vida util y a la vez contribuir con el cumplimiento de los objetivos de
7
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desarrollo sostenible 1, 2 y 3. Los microorganismos deteriorativos que forman parte
de la microbiota del queso amasado de la provincia del Carchi causan cambios
sensoriales, fisicoquimicos y los problemas antes mencionados, estos
microorganismos no han sido estudiados durante el tiempo de vida util, por lo cual se
plantean los siguientes objetivos.

12. Objetivos

Objetivo general

Cuantificar e identificar a las bacterias deteriorativas por métodos convencionales y
moleculares, evaluacion sensorial, cambios de textura y fisicoquimicos durante el
tiempo de vida util del queso amasado elaborados en Tulcan, Provincia del Carchi,
Ecuador.

Objetivos especificos

1. Cuantificar bacterias deteriorativas presuntivas durante el tiempo de vida util de los
guesos amasados por métodos de siembra en superficie.

2. Ildentificar bacterias deteriorativas durante el tiempo de vida util de los quesos
amasados por método bioguimicos.

3. Identificar bacterias deteriorativas durante el tiempo de vida util de los quesos
amasados por métodos moleculares.

4. Cuantificar pardmetros fisicoquimicos durante el tiempo de vida util de los quesos
amasados.

5. Determinar las caracteristicas sensoriales y textura durante el tiempo de vida util
de los quesos amasados.

13. Justificacion y alcance territorial

En las ultimas décadas la poblacion mundial ha crecido y a la par la demanda de
alimentos, en tal sentido el Ecuador tiene una poblacion de 16.938.986 habitantes,
de los cuales la provincia del Carchi tiene 172.828 habitantes, distribuidos en los
diferentes cantones de la siguiente manera: Tulcan con 92.375 habitantes, Montufar
con 29.590 habitantes, Bolivar 15.677 habitantes, Espejo con 14.522 habitantes, Mira
con 12.727 habitantes y Huaca con 7.937 habitantes (INEC, 2023). La poblacion es
dinamica, crece en el tiempo y demanda de una mayor cantidad de alimentos, por lo
cual extender la vida util de los alimentos es una necesidad imperante en la industria

8
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alimentaria, en tal sentido el desarrollo de proyectos de investigacion que aporten
conocimiento para lograr este cometido debe ser priorizado para cumplir con la
demanda de la poblacién ya indicada.

En la provincia del Carchi y zona norte del Ecuador el queso amasado es de gran
importancia ya que forma parte de su base de alimetacion. Este queso tiene impacto
directo en el desarrollo econémico, fabricado por microempresas locales a partir de
la leche producida en la region, generando fuentes de empleos y bienestar para la
poblacion (Anchundia y col., 2019), teniendo en cuenta lo antes mencionado las
instituciones publicas han realizado eventos nacionales tales como: ‘En busca del
mejor queso amasado carchense’, con el objetivo de conseguir la denominacién de
origen protegida para el queso amasado, ya que este queso es Unico en la provincia,
en el pais y el mundo, por su tradicion, su historia, su sabor, su contextura. Por lo
cual se busca que el queso amasado sea parte del patrimonio alimentario de los
carchenses y lograr situarlo con la denominacion de origen protegida como cualquier
producto artesanal que tiene el pais. (El Productor, 2019)

Un queso amasado con mayor tiempo de vida util permitirhd conservar la textura,
mantener su sabor, las caracteristicas nutricionales y sobre todo el mantenimiento de
las caracteristicas de calidad, haciendo de este alimento un producto aceptado y
apetecido por el consumidor. (Natrella, Gambacorta & Faccia, 2022). En este sentido
controlar el crecimiento y reproduccién de los microorganismos deteriorativos es
critico para extender la vida util de los quesos, a pesar de que la leche pasteurizada
como materia prima contiene una carga microbiana baja, en el proceso de produccién
existe contaminacion cruzada, para evitar este tipo de contaminacién se establecen
protocolos para minimizar el problema de aumento de la carga de microorganismos,
estos protocolos no siempre tienen un 100% de efectividad por lo cual hasta obtener
el queso amasado siempre habra un incremento en el la carga microbiana (Song et
al., 2022). El cuantificar e identificar los microorganismos que deterioran al queso
amasado permitird investigar y proponer métodos de conservacion, de limpieza y
saneamiento en las microempresas de procesamiento, y también investigar métodos
y materiales de empaque que permitan alargan la vida util a mas de 20 dias.

La secuenciacion de alto rendimiento por metagendémica y enfoques de biologia
molecular permitird entender el rol de los microorganismos deteriorativos durante el
tiempo de vida (til. Los quesos son ecosistemas donde los microorganismos han
evolucionado para adaptarse a condiciones abidticas tales como acidez o salinidad,
adicionado a condiciones bidticas tales como competencia o depredacion. Los
microbiomas de quesos también han servido como modelos de comunidades para
estudiar los procesos complejos de importancia tales como la formacion de
comunidades microbianas, interacciones, transferencia horizontal de genes. Estas
herramientas son utiles para la caracterizacion de quesos ya que provee una
resolucién taxondémica a nivel de especie y cepa ademas de informacién funcional
(Xu et al.,, 2021). También, el enfoque con técnicas de biologia molecular y
metagendmica para la identificacion de microorganismos deteriorativos permitiran
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obtener informacion de mayor impacto que los métodos dependientes de cultivo,
enfoques que se estan utilizando en el area de Ciencia, Tecnologia e ingeniera en
alimentos en los ultimos diez afios a nivel mundial y que pueden ser abordados por
esta investigacion en el Laboratorio de Microbiologia Molecular de Alimentos que se
pretende establecer en las instalaciones de la UPEC mediante la compra de equipos.

Al tener el conocimiento, mediante la investigacion acerca de los microorganismos
deteriorativos, la industria lactea se enfocaria en extender la vida Gtil de los quesos
dada su importancia para los consumidores, debido a las cantidades de nutrientes
que contienen, y poder extender su distribucién desde el sitio de fabricacion hasta
zonas lejanas donde se consume este tipo de queso, y a la vez pensar en introducir
este producto en nuevos mercados nacionales e internacionales. El extender la vida
atil de los quesos amasados permitira aumentar la oferta de alimentos sanos, de
calidad, nutritivos, con caracteristicas sensoriales adecuadas, accesible a la
poblacién, por ende, este estudio ayudara a proporcionar seguridad y soberania
alimentaria en la poblacion que consuma este tipo de alimentos, asi mismo permitira
contribuir al cumplimiento de los objetivos de desarrollo sostenible 1, 2 y 3 que hacen
referencia a lo siguiente: fin de la pobreza, hambre y salud y bienestar
respectivamente. En este contexto también se aporta a los ODS 12, 13, 14 y 15
porgue al alargar el tiempo de vida util del queso amasado la produccion de residuos
sera menor, haciendo del proceso de produccién de queso mas amigable con el
ambiente.

Por lo antes mencionado, se presenta el proyecto de investigacion a desarrollarse
con las microempresas de quesos amasados de la provincia del Carchi, puesto que
este alimento es Unico y tipico de la provincia por su tradicién, su historia, su sabor y
su contextura (Diario La Hora, 2019). Al no existir trabajos de investigacién acerca de
la tematica planteada, la Carrera de Alimentos, mediante la linea de investigacion "
Tecnologia, biotecnologia calidad e inocuidad en el procesamiento de alimentos" y
sublineas de investigacién "Calidad, inocuidad y gestion en el proceso de disefio,
desarrollo e innovacion de alimentos”, pretende aportar conocimientos para la
innovacion en el proceso de produccion del queso amasado.

El proyecto de investigacion esta orientado al cumplimiento de los objetivos de
desarrollo sostenible mencionados y a la sostenibilidad, donde la Universidad
Politécnica Estatal del Carchi se destaca, esto permitird generar conocimiento de
impacto, y a su vez potencializar la innovacion en la zona de influencia, satisfaciendo
las necesidades de la poblacién, colocando a la Universidad Politécnica Estatal del
Carchi como una institucion transformadora para la calidad de vida de la poblacion.

14. Sostenibilidad

El proyecto “Cuantificacion e identificacion de bacterias deteriorativas por métodos

convencionales y moleculares, evaluacion sensorial y cambios fisicoquimicos

durante el tiempo de vida util del queso amasado elaborados en Tulcén, Provincia

del Carchi, Ecuador”, esta programado para una duracion de 24 meses, en el cual se
10




§
L
h Y

®)
REE

HiCa
et 5
)

; UNIVERSIDAD POLITECNICA ESTATAL DEL CARCHI

"ty “o"‘*

INVESTIGACION -
CONVOCATORIA PROYECTOS DE INVESTIGACION

Codigo UPEC-P08-S1.1-FT01; Version: 03; 28 de julio de 2022

plantea la instalacion de un laboratorio de Microbiologia Molecular de Alimentos, que
tiene relevancia para la provincia del Carchi ya que permitira realizar analisis a nivel
de biologia molecular de diferentes microorganismos que pueden intervenir en el
deterioro de alimentos de la regidn, microorganismos patégenos que producen ETAS,
vigilancia epidemiologica de alimentos que se comercializan en los distintos
mercados, entre otros.

El estudio de los microorganismos deteriorativos en el queso amasado y en otros
alimentos contribuye a la sostenibilidad de las industrias alimentarias, ya que las
industrias al comprender como los microorganismos afectan la vida atil de los
alimentos y a la generacion de desechos pueden reducir las pérdidas econémicas y
minimizar el impacto ambiental asociado con la produccion de estos tipos de
alimentos.

La Universidad Politécnica Estatal del Carchi, mediante la carrera de Alimentos y con
el desarrollo del proyecto planteado, puede impactar de forma positiva en la industria
alimentaria ya que puede proporcionar datos al productor, que posibiliten la
innovacion en los procesos de produccion y alcanzar alimentos de alta calidad,
aceptabilidad y de mayor tiempo de vida util, lo cual permitira la posible introduccién
de producto alimentarios carchenses en los mercados nacionales e internacionales,
posicionando a la provincia del Carchi como innovadora en productos tradicionales,
llamando la atencion de los gobierno local, nacional e internacionales, para realizar
inversion en nuevos proyectos que aprovechen el potencial de infraestructura y
talento humano de la Universidad. Ubicando a la Universidad Politécnica Estatal del
Carchi como generadora de conocimiento que transforma su zona de influencia.

Las universidades que cuentan con laboratorios de analisis de biologia molecular
tienen ventaja competitiva ya que les da a los estudiantes herramientas y
capacidades técnicas de Ultima generacion para el andlisis de microorganismos y
genes de interés en la industria de alimentos. Esta ventaja puede ser atractiva para
el ingreso de estudiantes en el estudio de la carrera ya que cuando egresan pueden
ser talentosos e equipos de investigacion que realicen estudios con equipos y
herramientas de biologia molecular. Esto aumenta el prestigio de la institucion y su
capacidad para competir a nivel nacional e internacional. La inclusion de este
laboratorio en el entorno universitario brinda a los estudiantes la oportunidad de
obtener experiencia practica en técnicas y tecnologias avanzadas lo cual enriquece
su educacion y los prepara mejor para su futuro profesional. La investigacion
realizada en el laboratorio puede conducir a la creacion de tecnologias y patentes
gue pueden ser comercializadas y generar ingresos para la universidad.
Promoviendo la transferencia de tecnologia y la colaboracién con la industria.

Se pretenden realizar como segunda fase del proyecto el estudio de la micobiota de
guesos amasados mediante la identificacion y cuantificacion de mohos y levaduras,
asi como su interaccién en estas matrices de alimentos, también responsables de
deterioro.

11
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Otros estudios que pueden ser realizados el laboratorios de Microbiologia Molecular
de Alimentos son la cuantificacion, identificacion e interaccion de microorganismos
deteriorativos en frutas, derivados de frutas, carnes y derivados carnicos, lacteos y
derivados lacteos, entre otros. También se pueden abordar el almacenamiento de
material genético como un banco de especies utilizadas como alimentos con altos
contenidos de nutrientes que se van perdiendo por su bajo consumo vy
desconocimiento, realizar estudios acerca de genes y el clonaje molecular para la
produccion de metabolitos de interés para la industria de alimentos, entre otros
estudios que involucren el estudio de genes. La realizacion de estos estudios
permiten la posibilidad de generacion de convenios interinstitucionales que permitan
garantizar el funcionamiento del proyecto y del laboratorio de Microbiologia Molecular
en el tiempo.

15. Marco Tedrico

El queso amasado Carchense esta considerado dentro de la denominacion de queso
fresco y se define como un alimento no madurado obtenido de la cuajada no cortada,
por acidificacion natural, molido, amasado, moldeado en moldes perforados y
espolvoreado de sal de consumo humano; desmenuzado manualmente, moldeado y
prensado. (INEN 1528, 2012).

Este alimento es Unico en la provincia, en el pais y el mundo por su tradicion, su
historia, su sabor y su contextura. (Diario La Hora, 2019)

Posee caracteristicas fisicoquimicas de pH entre 6.53 y 6.86, actividad de agua entre
0.97 y 0.98 y cloruro de sodio entre 1.92 y 2.69%, humedad entre 4.45 y 5.15%,
proteina cruda entre 26.06 y 37.56%, grasa entre 38,14 y 51.84% y carbohidratos
totales entre 8,08 y 32.46% (Anchundia y col., 2019), que lo hacen un ecosistema
ideal para el desarrollo de microorganismos deteriorativos y cuando es empacado al
vacio tiene un tiempo de vida util de 21 dias.

El tiempo de vida util es relativamente corto debido a cambios quimicos, bioquimicos
y fisicos que son determinados por la actividad de los microorganismos y las enzimas
producidas. La consecuencia de estos cambios es la alteracion de atributos
sensoriales como el color, el sabor, el olor, el flavor y la textura debido formacién de
una pelicula blanquecina o amarillenta, espesa, gelatinosa y viscosa, aparicion de
olores desagradables por la hidrolisis de proteinas y lipidos, decoloracién del queso
y formacion de colonias pigmentadas, e incluso produccién de micotoxinas durante
el almacenamiento en refrigeraciéon. También se altera la composicion nutricional tal
como el contenido de agua, proteinas, carbohidratos y lipidos, lo cual reduce su valor
comercial. (Ho, Howes & Bhandari, 2017; Kacaniova et al., Lacivita et., 2019, 2019
Hoda S. El-Sayed & El-Sayed, 2021)
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Otras implicaciones de la reduccion de la vida util es la perdida de alimentos que se
convierten en desechos que ocasionan inseguridad alimentaria y nutricional,
consideraciones ambientales y pérdidas economicas para los consumidores y
fabricantes. (Martin, Torres & Wiedmann, 2020)

Es de hacer notar que en Ecuador no existen investigaciones relacionadas con la
cuantificacion e identificacion de microorganismos deteriorativos en quesos frescos
y mucho menos en quesos amasados de la Provincia del Carchi, sin embargo dada
la importancia de las bacterias deteriorativas se han realizados investigaciones
internaciones que demuestran que las bacterias que causan deterioro de los quesos
son, bacterias psicrétrofas, Gram negativas, coliformes, E. coli, bacterias, &cido lacticas,
bacterias proteoliticas como Bacillus spp, B. stearothermophilus , B. licheniformis , B.
coagulans , B. cereus, B. subtilis y B. circulan, lipoliticos predominantes fueron
especies de Pseudomonas, Enterobacter, entre otros.

Asi mismo existen investigaciones que muestras cambios fisicoquimicos vy
sensoriales corridos durante el periodo de tiempo de vida util de distintos tipos de
gueso. Estos estudios se describen brevemente a continuacion:

Abdel & Soliman (2019) evaluaron la prevalencia de algunos microorganismos
deteriorativos en algunas variedades de quesos duro Ras y quesos procesados
mediante andlisis de acidez y cloruro de sodio. Realizaron la evaluacion
microbiolégica mediante el analisis de coliformes totales, E. coli, conteo total de
microorganismos proteoliticos, conteo total de microorganismos lipoliticos y conteo
de Enterococcus. Entre los resultados obtuvieron que la acidez titulable (%) de los
guesos Ras y procesados fueron 0.5 0.5 + 0.073 y 0.93 + 0.062 respectivamente,
mientras que la sal estuvo en 3.4 + 0.078 y 1.03 + 0.05% respectivamente. Muchas
muestras estuvieron contaminadas con un alto nimero de coliformes, bacterias
proteoliticas, lipoliticas y Enterococcus. La identificacion bioquimica de los coliformes
aislados en los quesos Ras revelaron la presencia de Citrobacter diversus (16.13%),
Citrobacter freundii (12.9%) y Klebsiella oxytoca (11.29%), mientras que E. coli
solamente fue detectado en un aislado, mientras que en quesos procesados fueron
identificadas Enterobacter intermedius (21.43), E. coli (20%), Citrobacter freundii
(20%), Klebsiella oxytoca (12.86%), Citrobacter diversus (11.4%) y Erwinia
chrysanthemi (7.14%). El conteo de bacterias proteoliticas estuvo conformado
principalmente por Bacillus spp, B. stearothermophilus , B. licheniformis , B.
coagulans , B. cereus, B. subtilis y B. circulan. Los microorganismos lipoliticos
predominantes fueron especies de Pseudomonas y Enterobacter. Los enterococcus
predominante fueron Ent. durans (22.42%), Ent. ratti (20.69%), Ent. faecium
(17.24%), Ent. faecalis (13.79%), Ent. italicus (13.79%) y Ent. caccae (8.63%) en
guesos Ras. En quesos procesados fueron, Ent. Durans con mayor prevalencia, Ent.
cloaccae (16.22%), Ent. faecium (10.81%), Ent. ratti (10.81%) y Ent. italicus (8.1%).
Los autores asocian la diversidad de microorganismo a pobres practicas higiénicas,
condiciones y manipulacion durante el procesamiento.
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Teider et al. (2019) realizaron el estudio, Pseudomonas spp. y otros microorganismos
psicrétrofos en quesos frescos Minas Brasilefios inspeccionados y no
inspeccionados. El objetivo propuesto fue evaluar la actividad proteolitica alcalinas y
lipolitica, asi como su potencial de produccion de enzimas metaloproteasas.
Evaluaron 10 muestras de quesos inspeccionados y 10 no inspeccionados. La media
del conteo total de psicotrofo fue 1.07 (+ 2.18) x 10° UFC/g en las muestras
inspeccionadas y 4.5 (+5.86) x 108 UFC/g en muestras no inspeccionadas. El
promedio de Pseudomonas spp. fue de 6.86 (+18.6) x 10°y 2.08 (+3.65) x 108 UFC/g
para las muestras inspeccionadas y no inspeccionadas respectivamente. En total 694
cepas de psicotrofas y 47 Pseudomonas spp fueron aisladas, del cual 59,9% y 68.1%
fueron simultdneamente lipoliticas y proteoliticas. Del total de 65.63% de los
organismos psicotrofos contenian el gel aprX fueron confirmadas como
Pseudomonas spp utilizando este gen especifico utilizando la PCR como
metodologia de identificacion. El analisis filogenético del gen 16S r RNA de otros
psicotrofos que producian el gen aprX fueron identificadas como Serratia spp. (n=7),
Raoultella ornithinolytica y Acinetobacter schindleri (n=1) en las muestras
inspeccionadas y Psychrobacter sanguinis (n=1) y Leuconostoc mesenteroides (n=1)
en las no inspeccionadas.

Kacaniova et al. (2020) estudiaron la microbiota de quesos eslovacos no ahumados
“Parenica”, mediante el conteo de aerobios mesodfilos totales, bacterias acido lacticas
y bacterias coliformes en PCA a 30 °C, MRS, APT, MSE a 37 °Cy VRBL ay 37 °C
respectivamente. Fueron evaluadas un total de 42 quesos colectados en 3 meses.
Los aislados de bacterias Gram positivas y Gram negativas fueron identificados por
MALDI-TOF MS. Bacillus sp. y Enterococcus faecium fueron las especies de
bacterias mas frecuentes. Las bacterias acido lacticas estuvieron representadas por
Lactobacillus helveticus, L. jensenii, L. alimentarius, L. crispatus, L. curvatus, L.
fermentum, L. suebicus, L. delbrueckii ssp. lactis, L. paracasei ssp. paracasei,
Lactococcus lactis ssp. lactis, Leuconostoc lactis y Le. mesenteroides ssp.
mesenteroides. Mediantes esta caracterizacion lograron determinar al perfil de
microorganismos constituyen los tradicionales quesos elaborados con leche cruda de
origen eslovaco, de tal manera que este estudio provee informacion de las cepas de
microorganismos para la industrializacién de estos productos tipicos de Slovakia.

Estudios en microorganismos deteriorativos como Clostridium tyrobutyricum, fueron
estudiadas utilizando la secuenciacion del gen 16S rRNA y confirmado con MALDI-
TOF MS. También fue estudiada por elementos palindromicos repetitivos PCR (rep-
PCR) combinado con electroforesis de agarosa y hexaplex-PCR, debido a que
producen metabolitos como como Hz y CO:2 (presencia de gases) y acidos organicos
principalmente acido butirico que produce sabores rancios y defectos de textura
pronunciados en el queso, como hendiduras, grietas y 0jos no deseados. Estos
cambios deteriorativos conllevan a grandes pérdidas financieras para la industria
lactea (Podrzaj, Burtscher & Domig, 2021; Burtscher et al., 2020)
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Una vez conocidos los microorganismos deteriorativos se deben realizar
investigaciones enfocadas en buscar alternativas para inactivar a estos
microorganismos en todas las fases de la cadena de produccion de alimentos,
mantener sus caracteristicas sensoriales, nutricionales y sus caracteristicas
microbiolégicas que conllevaran a una mejor distribucion de los quesos frescos desde
su regioén de fabricacion, generar menos desechos, reducir su impacto ambiental y
reducir los problemas econdmicos a consumidores y fabricantes.

Algunos estudios realizados en los dltimos 5 afios que tiene como objetivo lo
mencionado en el parrafo anterior se citan a continuacion:

Ricciardi et al. (2019) llevaron a cabo el estudio, irradiacion con rayos X como una
técnica validada para prolongar la vida Gtil del queso ricotta, para lo cual evaluaron
una intensidad de 0.5. 2 y 3 KGy de intensidad en quesos manufacturado artesanal
e industrialmente. Fueron realizados analisis microbioldgicos, sensoriales y pH
durante almacenamiento refrigerado. En microbiologia determinaron aerobios
mesofilos, Pseudomonas spp, Enterobacteriaceae y Bacillus cereus. La evaluacion
sensorial fue llevada a cabo por 7 panelistas entrenado, capacitados para evaluar
olores desagradables, color, textura y aceptacion global utilizando una escala de 0 a
7 puntos donde 4 representd el umbral de aceptabilidad del queso. Entre los
resultados obtenidos evidenciaron que los quesos artesanales irradiados con 0,5y 2
KGy fueron aceptables por mas de 20 dias, mientras que los no tratados no fueron
aceptables desde los 3 dias de almacenamiento. La vida Util de los quesos irradiados
con 0.5 KGy tuvieron 14 dias debido a la apariencia y defectos sensoriales. Los
guesos fabricados industrialmente con todas las intensidades de rayos X prolongaron
su vida util a 84 dias comparados con el control el cual fue rechazado a los 40 dias
de evaluacién por defectos sensoriales. Estos resultados mostraron que el
tratamiento con rayos x puede prolongar el tiempo de vida Gtil del queso ricotta, de
tal manera que la comercializacion en el tiempo de los quesos es mayor y que pueda
distribuirse en condiciones adecuadas lejos de los lugares de produccion.

Barukc’ic” et al. (2020) tuvieron como objetivo investigar la aplicacion de atmosfera
modificada (MAT) en el empacado de quesos frescos obtenidos por coagulacion
acido y compararlos con los empacados comunes donde se utiliza aire atmosférico y
vacio. Realizaron la evaluaciéon de microbiolégica de deterioro mediante el analisis
de aerobios mesdfilos, Enterobacteriaceae, E. coli y Staphylococcus aureus,
fisicoquimica mediante la determinacion de acidez, pH, materia seca total, contenido
de grasa y parametros de textura tales como, dureza (H), elasticidad (mm) y
masticabilidad (mJ) utilizando metodologias oficiales y los parametros de textura
utilizando un analizador de textura TA.HD Plus. La evaluacion sensorial se llevé a
cabo mediante un panel sensorial entrenado de 5 personas, utilizando una escala de
20 puntos, basada en la norma 1SO22935-2 2009, fueron evaluados los parametros
de apariencia, olores desagradables, sabor y consistencia. Entre los resultados
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encontraron que en la muestra control, la acidez disminuye desde 4.66 a 4.47, el
conteo de aerobios mesofilos incrementd y en la evaluacion sensorial obtuvieron un
puntaje entre 17.63 y 19.73, mientras que en las muestras empacadas con atmosfera
modificada y vacio la acidez disminuye muy ligeramente y el crecimiento microbiano
disminuyo y en la evaluacién sensorial obtuvo un puntaje promedio de 17.72 al final
de los 18 dias de almacenamiento. Sus resultados confirmaron que el vacié y MAP
prolongan la vida util de los quesos frescos, conservando las caracteristicas
fisicoguimicas y sensoriales.

Korge et al. (2020) evaluaron extracto de castafia en combinacién con un empaque
de quitosano en la reduccién de microbiota deteriorativa y la micotoxina &cido
ciclopiazonico en queso Gouda, para lo cual contaminaron a las muestras con
microflora deteriorativa, Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli y Penicillium
commune. El disefio experimental incluyo peliculas de quitasano con i)extracto de
castafia, ii) acido tanico vy iii) sin aditivos y los microorganismos deteriorativos, se
evaluaron los cambios deteriorativos por efectos microbiolégicos durante 37 dias de
almacenamiento a 4 °C y 25 °C. Fueron estudiados los cambios microbiolégicos y
guimicos tales como el acido ciclopiazonico, pH y humedad. El conteo de los
microorganismos mostré una disminucion mas efectiva en aquellos quesos con
peliculas sin aditivos, sin embargo, las peliculas con aditivos fueron mas efectivas en
propiedades protectoras contra la produccién de micotoxinas, perdida de humedad y
cambios de pH.

Song et al. (2022) evaluaron el tratamiento con diéxido de carbono fase densa en
guesos Quark y su efecto sobre la vida util, fisicoquimica, reolégica, microestructura
y compuestos volatiles en almacenamiento. El tratamiento aplicado a 20 MPa, 45
min, 55 °C fue exitoso para extender la visa Gtil de los quesos estudiados inhibié a
las levaduras y redujo la protedlisis y alteraciones en el pH y color, los quesos
evaluados a los 14 dias mostraron propiedades reoldgicas similares al dia 0 de
almacenamiento. El tratamiento aplicado demostrd ser promisorio para mejor la
calidad y estabilidad durante el almacenamiento

Los estudios microbiolégicos de bacterias deteriorativas en quesos, antes citados
estan basados en métodos tradicionales de cultivo, aislamiento e identificacion, sin
embargo, existen microorganismos que no son cultivables, de tal manera que
aislamiento e identificacion no es posible. Actualmente existen tecnologia y y
métodos independientes de cultivos basados en técnicas de biologia molecular tal
como la PCR, secuencia de proxima generacion, entre otros que permiten contribuir
a revelar y catalogar extensivamente a los quesos desde el punto de vista de
microorganismos deteriorativos. Los métodos metagendmicos basados en alto
rendimiento utilizan la secuenciacion del gen 16S rRNA que tienen la ventaja de
incrementar la profundidad, correr la secuencia de muchas muestras y ser mas
efectivas en costos. (Xue et al., 2018)
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Algunos estudios basados en métodos tradicionales de cultivo y aislamiento han sido
investigados en quesos, sin embargo, existen microorganismos que no son
cultivables, de tal manera que aislamiento e identificacion no es posible. Se debe
utilizar métodos basados en cultivos y métodos independientes basados en técnicas
moleculares de PCR y DGGE para contribuir a revelar y catalogar extensivamente a
los quesos. Comparado a los métodos tradicionales, los métodos metagenémicos
basados en alto rendimiento utilizando la secuenciacion del gen 16S rRNA tienen la
ventaja de incrementar la profundidad, correr la secuencia de muchas muestras y ser
mas efectivas en costos. (Xue et al., 2018)

La microbiota determinada por secuencia de proxima generacion, contribuye
significativamente con la calidad, inocuidad y a otros parametros fisicoquimicos de
guesos, asi como su impacto en cada fase el procesamiento, desde la pasteurizacion
de la leche hasta la culminacién de la vida util. Entender la microbiota es crucial para
desarrollar caracteristicas deseables y la calidad del producto final. La secuencia de
proxima generacion en los ultimos 5 afios ha sido utilizada ampliamente para para
describir a la microbiota de los alimentos permitiendo un analisis mas detallado de la
diversidad microbiana en comparacién con métodos cultivos dependientes. (Nam et
al. 2021)

El uso de la secuenciacién de préxima generacion y técnicas de biologia molecular
ha hecho que la microbiologia de alimentos haya revolucionado rapidamente para
analizar la diversidad microbiana presente en matrices de alimentos, produciendo
resultados mucho mas claros y de alto impacto que las investigaciones dependientes
de cultivos. (Marino et al., 2020).

También se menciona que la reconstruccién de genomas para estudiar los genomas
microbianos sin aislamiento permite descubrir especies desconocidas y su potencial
actividad que pueden contribuir al flavor en quesos, determinar genes de resistencia,
genes que codifican bacteriocinas, entre otros. (Ercolini, 2020). Entender el
metagenoma de los quesos es Util para mejorar las caracteristicas sensoriales,
extender la vida util, mejorar la calidad del producto e inocuidad. (Salazar el al., 2018)

Dada la importancia de los métodos de biologia molecular como la PCR y la
secuenciacion de proxima generacion y poder contribuir en el desarrollo del
conocimiento en la determinacion de la microbiota deteriorativa en quesos amasados,
que son la identidad de la Provincia del Carchi, se utilizar4 este enfoque en el
desarrollo del proyecto de investigacion. Algunos estudios han sido realizados
utilizando metagendmica y quesos, que se muestran a continuacion:

Salazar et al. (2018) investigaron el metagenoma de queso gouda pasteurizado y no
pasteurizado utilizando la secuenciacion del gen 16S, rDNA. Utilizaron 90 muestras
de AND como moldes para realizar la PCR, se utilizé la regién V4 del gen 16r rDNA,
se utilizé la tecnologia Illlumina para la secuenciacion. Los organismos dominantes
de los quesos estudiados fueron Bacillaceae, Lactococcus, Lactobacillus,
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Streptococcus, y Staphylococcus. También se detectaron Brachybacterium,
Pseudoalteromonas, Yersinia, Klebsiella y Weisse. Los resultados de este estudio
fueron importantes ya que determinaron la microbiota asociada a los quesos Gouda
y como el microbioma juega un rol importante en la calidad e inocuidad.

Marino et al. (2020) realizaron el estudio denominado perfil metagenémico de
diferentes tipos de quesos italianos Mozzarella alto en humedad, con el objetivo de
estudiar la composicion de la microbiota mediante metodologia de NGS para lo cual
secuenciaron el gen 16S rRNA, utilizando los primer primers (16S-341F 5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3' y 16S-805R 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'),
las librerias fueron secuenciadas con tecnologia llumina con extremos emparejados
y una longitud de 300 pb. Determinaron las posibles rutas de la diversidad bacteriana,
teniendo en cuenta los diferentes tipos de leche utilizado en los procesos de
fabricacion (leche de bufalay vaca), tipo de acidificacion (natural o por cultivos starter
seleccionado), estatus de certificacion (con o sin certificacion) y puntos de muestreo
(minorista local o masivo). Entre los resultados obtenidos mostraron que los quesos
Mozzarella elaborados con leche de vaca y bufala acidificadas con cultivos comercial
estuvieron dominadas Streptococcus thermophilus, mientras que los acidificados con
cultivos naturales por L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus y S. thermophilus,
sin embargo, varias especies de bacterias acido lacticas no starter fueron
frecuentemente detectadas. La diversidad microbiana en los quesos Mozzarella fue
mucho mayor que en los quesos elaborados con leche de bdfala. Una alta
prevalencia de especies deteriorativas y psicrofilas fueron observada en muestras
provenientes de ventas al por mayor sugiriendo una mayor exposicion a refrigeracion
y un mayor tiempo de consumo desde su produccion lo cual afecta significativamente
la diversidad de la microbiota.

Dimov et al. (2021) llevaron a cabo el estudio metagendmico basado en NGS de
cuatro quesos verdes bulgaros tradicionales de Tcherni Vit. Este estudio estuvo
basado en la secuenciacion metagendmica de proxima generacion (NGS) del gel
16S, region V3-V4,y ITS2, utilizando la tecnologia illumina HiSeq 2 x 250 bp paired
end reads y obtener una vision de la composicion microbiana. Los resultados
mostraron un rica microbiota compuesta por un promedio de 120 eubacterias y 16
especies de hongos. Los firmicutes estuvieron representados por
Strepotococcaceae, Lactobacillaceae y Staphylococcaceae mientras que las
Actinobacterias  estuvieron representadas principalmente por el género
Brevibacterium y Corynebacterium. Las Proteobacteria que fueron detectadas
estuvieron en baja cantidad. Las haléfilas fueron principalmente Cobetia y
Psychrobacter . Con referencia a los hongos, el 99.99% pertenecieron a la division
Ascomycota, representados casi por igual por las familias Eurotiomycetes
(exclusivamente por Penicillium roqueforti), Saccharomycetes (principalmente por los
géneros Debaryomyces, Pichia, Candida y Kluyveromyces) y Sordariomycetes
(principalmente por Scopulariopsis flava). Los autores encontraron microbiota
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potencialmente benéfico con potencial para inhibir el crecimiento de especies de
bacterias patdgenas, asi como, neutralizar la posible presencia de micotoxinas.

Samelis et al. (2021) realizaron la caracterizacion microbiologica y metagendmica de
un queso acido fresco tipo Galotyri para lo cual analizaron 5 batches con un pH 4.1
para el conteo total de microorganismos selectivo y 150 aislados presuntivos de
bacterias acido-lacticas fueron caracterizados bioguimicamente. Adicionalmente los
batches fueron sujetos al andlisis de secuenciacién del gen 16S rARN, region V2—-4—
8 y la region hipervariable V3-7-9. La secuenciacién de amplicones de 400 pb fue
realizado utilizando la tecnologia lon Torrent PGM por CeMIA SA. Las bacterias acido
lacticas prevalecieron en las muestras seguido por las levaduras. Las Enterobacteria,
Pseudomonas y Staphylococci estuvieron presente en un niumero <100 células viable
/g de queso. Los starter Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii
fueron los mas abundantes, seguidas por los no starter Lactiplantibacillus,
Lacticaseibacillus, Enterococcus faecium, E. faecalis, y Leuconostoc mesenteroides,
cuya frecuencia de aislamiento fue dependiente de los batches. Lactococcus lactis
fue aislado esporadicamente, excepto en un batch. Por otro lado, Lactococcus lactis,
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Salinivibrio y Shewanellaceae fueron detectadas
con abundancia relativa en cultivo independiente a pesar del hecho que el conto
viable en los quesos fue bajo o no detectado. Los estudios metagendmicos
confirmaron la presencia de S. thermophilus y Lb. Delbrueckii. El estudio demostré
gue el alimento es rico en cepas de BAL autoctonas no starter, que merecen
investigacion biotecnolégica.

Xu et al. (2021) estudiaron la microbiota en queso Cheddar identificando y confirmado
bacterias que causan grietas en su tiempo de vida util, aplicando monoazida de
propidium combinado con el secuenciamiento del gen 16S rRNA, region V4,
secuenciado en 5 corridas por separado en un secuenciador lon Torrent PGM, gPCR,
identificacion de los aislados y fabricacién a nivel de planta piloto de los quesos. Fue
estudiada la leche como una fuente de microorganismos deteriorativos después de
ser tratada por UHT, se observa un incremento del niumero total de bacterias
incluyendo 68 veces mas del género Thermus, aunque estas no estuvieron asociadas
a la formacion de grietas. La leche utilizada para hacer quesos que desarrollaron
grietas contenia un bajo nimero de bacterias totales, mayor diversidad alfa, mayor
proporcion Lactobacillus, Bacillus, Brevibacillus y Clostridium, siendo los primeros
quienes incrementaron significativamente con el transcurso de la vida util, en
particular Limosilactobacillus (Lactobacillus) fermentum quien estuvo en
proporciones importantes en los quesos que presentaron grietas como defectos. Los
guesos desarrollados a nivel de planta piloto desarrollaron grietas cuando fueron
inoculados con cepas de of L. fermentum y otras bacterias acido Ilacticos
heterofermetativas o consorcios bacterianos no cultivados provenientes de leche
pasteurizada.
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La secuenciacion de alto rendimiento es utilizada para estudiar los cambios de la
microbiota de diferentes tipos de quesos durante el procesamiento, composicion, vida
uatil y propiedades funcionales, el microbiona provee caracteristicas Unicas para cada
tipo de queso que debe ser investigado (Nam et al. 2021). Estos analisis de
secuenciamiento por metataxonomica fueron utilizado para caracterizar las
comunidades microbianas de quesos del mediterrdneo oriental y china para mapear
el origen microbiano asociadas a cada region, de tal manera que puede utilizar a los
metagenomas como un marcador de origen de los quesos (Kamilari et al., 2022). La
revision de estos dos trabajos son mostrados a continuacion.

Kamilari et al. (2022) utilizaron a la metagendmica como una herramienta para
caracterizar las comunidades microbianas de quesos del mediterraneo oriental y
mapear el origen microbiano asociadas a cada region. Para ello secuenciaron en gen
16S rRNA region V3 con el primer 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTAT
AAGAGACAG-3 y region V4 con el primer 5-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3’ utilizando la tecnologia de
lllumina

Xue et al. (2018) estudiaron la diversidad bacteriana en quesos Rushan chino de
diferentes regiones geogréficas, para lo cual aplicaron técnicas de secuenciacion de
alto rendimiento, seleccionaron tres regiones a estudiar Weishan, Eryuan y
Jianchuan. La microbiota de estas tres regiones geograficas fue distinta en términos
de composicion taxondémica y abundancia. El analisis discriminante linear del tamafio
de efecto determino que las especies taxonOmicas en los quesos Rushan
provenientes de Weishan estuvieron compuestos por Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus crustorum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides y
Pediococcus pentosaceus, en los quesos Rushan provenientes de Aryuan fueron
Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus lactis, Acetobacter pasteurianus y
Moraxella osloensis en comparacion con Acinetobacter que fue mas abundante en
las muestras de queso Rushan provenientes de Jianchuan. Este estudio contribuye
a caracterizar la diversidad microbiana de los quesos Rushan chino provenientes de
diferentes regiones geograficas.

16. Marco Metodoldogico
Descripcion del area de estudio

El area de estudio es la provincia del Carchi, tal como se muestra en la Figura 1,
donde se observar la ubicacion de los cantones Montufar, Huaca, Tulcan y Espejo
donde se fabrican los quesos mencionados en la Tabla 3. Limita al norte con la
Republica de Colombia; al Sur y Oeste con la Provincia de Imbabura; al Este con la
Provincia de Sucumbios y al Oeste con la Provincia de Esmeraldas. La provincia del
Carchi tiene 172.828 habitantes, distribuidos en Tulcan 92.375, Montufar 29.590,
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Bolivar 15.677, Espejo 14.522, Mira 12.727 y Huaca 7.937 (INEC, 2023).

Enfoque

La presente investigacion se realizara con un enfoque cuali-cuantitativo debido a que
se obtendran resultados referentes a la cuantificacion de microorganismos
deteriorativos, pardmetros fisicoquimicos, sensoriales y de textura, asi mismo se
identificardn género y especie de los microorganismos deteriorativos presentes. Los
datos seran analizados estadisticamente para responder a los objetivos planteados,
se tratardn de establecer patrones de distribucion de los microorganismos y las
caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y de textura, o que permitira tener una
perspectiva acerca de los microorganismos responsables del deterioro y de las otras
caracteristicas estudiadas en los quesos frescos amasados elaborados en la
provincia del Carchi.

Yo Sary

e

Mapa Politico ‘
Provincia del Carchi {b

Tobar Donoso

Jijon y Caamaio

Cantones:

* Bolivar

* Espejo

* Mira

* Montuafar

* San Pedro de Huaca
* Tulcan

Figura 1. Mapa de la ciudad del Carchi.
Fuente: Tulcan OnLine (2023)

Tipo de investigacién

La investigacion es de tipo experimental ya que se realizaran pruebas o ensayos
para establecer la cantidad y tipos de microorganismos deteriorativos presentes
en los quesos amasados y a su vez determinar los efectos a nivel fisicoquimico,
sensorial y de textura, se tomara una muestra al azar para poder hacer
inferencia de la poblacién de quesos que se fabrican en la provincia del Carchi.
La investigacion estara disefiada mediante un conjunto de ensayos que permitira
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establecer los valores de cada uno de los parametros en estudio. También
tendrd un enfoque exploratorio debido a que no existen la cuantificaciéon de
microorganismos deteriorativos, identificacion a nivel de especie y género, y
efecto sobre las propiedades fisicoquimicas, sensoriales y de textura en quesos
frescos amasados.

Métodos

1. Se realizara la cuantificacién presuntiva de bacterias aerdbicas mesofilas,
bacterias proteoliticas, bacterias lipolitica, coliformes totales, Pseudomonas spp,
Enterococcus spp, Micrococcus spp, Bacilos &cidos lacticos meséfilos, Bacilos &cidos
lacticos termofilos y Streptococcus acidos lacticos termdfilos, Clostridium spp y
Aeromonas spp de acuerdo con lo indicado por Altieri et al. (2005), Mohamed,
Hegazy & Mahgoub, (2013), Mastromatteo et al., (2014), Bassi et al., (2020) y
Quintieri et al.,, (2021) para la cual se tomaran 10 gramos de queso, seran
homogenizados en citrato de sodio al 2% en un stomacher, se realizaran diluciones
seriadas en agua peptona mediante la siembra en superficie en distintos tipos de
agares bajo las siguientes condiciones:

1.1. Aerobios mesdfilos en Agar Plate Count (PCA) a 37 °C por 48 horas.

1.2. Bacterias proteoliticas en Agar Plate Count con leche descremada (Plate Count
Skimmed Milk Agar) a 30 °C por 120 horas.

1.3. Bacterias lipoliticas en Agar Trybutyrin( Trybutyrin agar) a 30 °C por 72 horas.

1.4. Coliformes totales/E. coli en agar coliformes cromogénico (Chromogenic
Coliform Agar) con suplemento selectivo (C.F.C) a 25 °C por 48 horas.

1.5. Enterococcus en agar Slanetz y Bartley con 50 mg suplemento TTC a 37 °C por
48 horas.

1.6. Micrococcus en agar Manitol Sal a 32 °C por 72 horas.

1.7. Bacilos &cidos lacticos mesofilos y bacilos acidos lacticos termdfilos en Agar
DeMan, Rogosa y Sharpe a 35 °C por 48 horas y 42 °C por 48 horas en condiciones
anaerobicas.

1.8. Streptococcus acido lacticos en agar M17 35 °C por 48 horas

1.9. Clostridium spp en agar Reinforced Clostridial a 35-37°C for 40-48 horas en
condiciones anaerobicas.

1.10. Aeromonas spp en agar Aeromonas medio base suplementado con 2.5 mL de
suplemento selectivo de ampicilina.

2. Se realizara la identificacion bioquimica de acuerdo con la metodologia descrita
por Samelis et al., (2021) para lo cual a los aislados de bacterias acido lacticas
presuntivos se confirmaran en principio por las reacciones de catalasa negativa y
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gran positivas utilizando la prueba de peréxido de hidrogeno al 3% y KOH al 3%
respectivamente y seran agrupados al criterio taxonémico bioquimico base a nivel de
géneroy especie, estas pruebas seran incubadas a 25 °C. asi mismo el agrupamiento
se basara en la morfologia celular utilizando un microscopio de contraste de fases de
los presuntivos que crecieron en agar MRS o en caldo cerebro corazén, produccion
de CO2 a partir de glucosa, produccion de amonio a partir arginina, crecimiento en
caldo MRS con 4 y 6,5% de cloruro de sodio, formacién de limo a partir de glucosa y
perfil de fermentacion utilizando el de identificacion APl 50 CHL.

Para el caso de la identificacion de los asilados de bacterias Gram negativas, se
realizara una tincion de Gram y la prueba de oxidasa colocando a las colonias
presuntivas en un papel de filtro al cual se afiadira unas gotas de solucion de
tetramethyl-p-phenylenediamine al 1%. Posteriormente se seleccionaran las colonias
Gram negativas, oxidasas positivas 0 negativas para su identificacion tentativa
mediante el kit APl 20E siguiendo las instrucciones del fabricante y los cédigos del
manual de identificacion.

3. Se identificara a las bacterias deteriorativas mediante kits de PCR Real Time
Tecnologia Multiplex de acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando un
termociclador tiempo real, asi mismo, se realizara la extraccion de ADN vy
secuenciacion, para la extraccion de ADN se tomaran 50 mg de las muestras, seran
incubados durante 90 min a 65 °C con 600 pL de tampon CTAB, 30 pL de proteinasa
Ky 2 uL de solucion de RNasa, posteriormente seran centrifugados para colectar 300
WL del lisado que sera utilizado para la extraccion total de ADN, el ADN serd extraido
utilizando un Kit de extraccion. La diversidad bacteriana sera obtenida mediante la
preparacion de librerias y secuenciacion del gen 16S rRNA, siguiendo dos pasos de
amplificacion: una paso inicial de amplificacion por PCR utilizando primers
especificos del locus 16S (16S-341F 5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3'y 16S-805R
5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') vy subsecuente amplificacién integrando el
dominio de unién de la ceda de flujo relevante (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3'para el primer forward y 5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'para el primer reverse.
Marino et al., (2019) y Bassi et al., (2020).

Asi mismo a los aislados presuntivos de bacterias acido lacticas (BAL) agrupados en
base a su biotipo y caracteristicas bioquimicas serdn confirmadas por la
secuenciacion del Gen 16S rRNA para lo cual los aislados presuntivos seran
subcutivados por 12 horas a 25 °C, 1.5 mL de los cultivos sera utilizado para el
proceso de extraccién de ADN, el pellet que contiene el ADN de cada aislado de BAL
ser& resuspendido en 100 pL de buffer TBE (pH 8.0, 50 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA)
y permaneceran a 20 °C hasta su analisis.

La regién V1-V9 del gen 16S rRNA (ca. 1500 bp) sera amplificada utilizando el primer
universal bacteriano 8F (5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 1492R (5-
CGGTTACCTT GTTACGACTT-3"). La reaccion de amplificacion sera preparada
utilizando el kit PCR de amplificacion de acuerdo a las instrucciones del fabricante
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utilizando 50 ng del templado de ADN en un volumen de reaccion de 50 pL y se
utilizara un termociclador de punto final bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por
30 s, annealing a 58 °C por 30 s, extension a 72 °C por 1 min seguido por una
extension final a 72 °C por 2 min. Los productos de PCR seran separados en geles
de agarosa al 1.2% tefiido con Sybr Green y purificados utilizando el Kit de extraccién
del gel. Se realizara la secuenciacion de Sanger, del producto amplificado usando el
primer universal bacteriano 8F (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-
CGGTTACCTT GTTACGACTT-3), se realizara por servicio en Macrogen Korea. El
andlisis taxondémico sera llevado a cabo utilizando el programa BLAST del GenBnak
perteneciente al NCBI. (Sameli et al., 2021)

Para el caso de los aislados presuntivos de las Enterobacterias la identificacion sera
realizada utilizando la regidon consenso intergenica repetitiva enterobacterial (ERIC)
y amplificacion del gen 16S rRNA. ElI ADN sera extraido de la misma forma que los
aislados presuntivos de BAL. El templado de ADN serd amplificado utilizando los
primers ERIC1R (5-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3') and ERIC2 (5-AAG
TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3'). El volumen de reaccién sera de 25 pL que
contendran 50 ng de ADN molde, 2 U de taqg polimerasa, 200 uM de cada dNTP, 1.5
MM de MgCI2 and 1 mM de cada primer. Las condiciones de la PCR en termociclador
punto final seran: desnaturalizacion inicial 96 °C for 5 min, 30 ciclos de 95 °C por 60
s, 52 °C por 60 sy 72 °C por 7 min, y una extension final a 72 °C por 10 s. Después
de la amplificacién, 5 yL de cada producto de la reaccién sera sujeto a electroforesis
en geles de agarosa al 2% tefiido con Sybr Green en buffer TBX 0.5X, los aislados
gue se diferencien en una o mas bandas serdn consideradas como ERIC tipos
diferentes. Al menos un aislado de cada ERIC tipo ser& sujeto a una amplificacion
parcial del gen 16S rRNA utiizando los primers P1V1 (5'-GCG GCG TGC CTA ATA
CAT GC-3') y P4V3 (5-ATC TCA GCA TTT CAC CGC TAC-3'). Los productos de la
PCR seran secuenciados por servicio en Macrogen Korea, para determinar la
cercania relativa de los aislados, estas secuencias seran alineadas con las cepas
tipos del GenBank utilizando al algoritmo Blast. (Maifreni et al., 2013)

4. En la cuantificacion de los parametros fisicoquimicos se determinaran humedad,
actividad de agua, pérdida de peso, pH y color, de acuerdo con lo indicado por
Barukc'ic” et al., (2020) y por Quintieri et al. (2021).

5. Para la determinacién de las caracteristicas sensoriales de los quesos amasados
se entrenara un panel de jueces expertos en evaluacion sensorial de quesos,
tomando como referencia la técnica de Analisis Descriptivo Cuantitativo (ADC)
indicados en la Norma 1SO 22935-1:2023.

Posteriormente se utilizardn métodos recomendados para la evaluacién sensorial,
en el que se detallan las técnicas para evaluar las propiedades sensoriales de
apariencia, textura y flavor de los quesos.

Para reclutar los miembros del panel sensorial de quesos, se organizara un curso de

entrenamiento de jueces sensoriales especializados en quesos, de los participantes
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se seleccionara dieciséis jueces que seran los encargados de evaluar las muestras
de los quesos amasados que seran utilizados en la investigacion, el proceso de
entrenamiento del panel consta de las siguientes etapas:

- Induccién

-Capacitacion y talleres practicos
* Caracteristicas de apariencia.
* Caracteristicas olfato /gustativas.
* Caracteristicas de textura.

Se realizar4 una induccién completa sobre el tema de evaluacion sensorial en
alimentos, con énfasis en los productos lacteos, descriptores, caracteristicas y
competencias de los evaluadores, técnicas de evaluacion y de forma complementaria
se realizard una prueba diagnostica para determinar las capacidades de los
evaluadores.

En la capacitacién y talleres practicos se capacitara al panel para determinar
caracteristicas sensoriales de apariencia, caracteristicas olfato gustativas,
caracteristicas sensoriales de textura y la estructuracion y elaboracion de las fichas
de descripcion sensorial de los quesos, para determinar los cambios generados en
los quesos durante el tiempo de vida util.

Previo a los ensayos de las muestras de quesos amasado seran acondicionadas a
temperatura ambiente 20°C a 22°C dos horas antes de las pruebas sensoriales. Los
guesos seran presentados en bandejas, una unidad entera y muestras cortadas en
forma de paralelepipedo 1,5 x 1,5 x 5 cm como se sugiere en la guia de evaluacion
sensorial. La evaluacion de las muestras se realizara por triplicado para cada
productor de queso amasado.

En analisis de textura instrumental sera realizado con un Texturémetro 4EZ-SX Short
Model. Las muestras seran acondicionadas a temperatura ambiente 20°C - (+- 2°C)
dos horas antes de los analisis, el tamafio de las muestras de queso sera de dos
centimetros cubicos. Los datos se obtendran con un ordenador conectado a la prensa
por medio de una tarjeta que convierte la informacion analégica en informacion digital.
Las pruebas se realizaran por triplicado. Los parametros a ser analizados seran los
siguientes:

*Dureza
*Gomosidad
*Elasticidad
*Masticabilidad
*Friabilidad
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Los datos obtenidos de los parametros en estudio seran tabulados y analizados
mediante estadistica descriptiva e inferencial, de acuerdo con los indicado en el
componente estadistico de la investigacion (Punto 19). No hay consideraciones
bioéticas ya que en el estudio no hay intervencion ni ensayos con seres humanos

17. Las variables

La variable dependiente es el tiempo de vida Util, tiempo en el cual el gueso amasado
mantiene las caracteristicas idoneas para ser consumido, es importante ya que
determina el tiempo en el cual puede el alimento puede ser consumido como
acompafante de distintos tipos de platos. Una transcurrido el tiempo de vida util, los
guesos deben ser recogidos desde los puntos de comercializacion para ser utilizado
como alimento para animales, ser desechados en el ambiente creando
contaminacion en suelos y cuerpos de aguas, perdida econémicas, inseguridad
alimentaria y nutricional, cortas distancias de distribucion, En el caso de los quesos
amasados el tiempo de vida util es de 20 dias.

Las variables independientes son los cambios en el microbiona, microbiota y
produccion de enzimas, debido al consumo de nutrientes y al metabolismo
microbiano, que conllevan a que los quesos amasados, cambien el pH, la humedad,
la pérdida de peso, actividad de agua, atributos sensoriales y de textura. Una vez
ocurridos los cambios mencionados, estos alimentos no sean comestibles. Por esta
razon es importante cuantificar e identificar a los microorganismos deteriorativos
tanto por métodos dependiente de cultivos, por métodos moleculares vy
metagendmica, asi como los cambios antes mencionados que producen.

18. Operacionalizacién de las variables de la investigacion
Tabla 2. Matriz de operacionalizacién de las variables

Variable Concepto Dimensiones Indicadores

Independiente. Vida util Tiempo Dias
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Calidad microbioldgica

Identificacién bioquimica de
microoganismos de
deriorativos

Identificacion molecular de
microoganismos de
teriorativos

Calidad fisicoquimica

Cuantificacion de
microorganismos
deteriorativos:

* Bacterias aerdbicas
mesofilas.

* Bacterias proteoliticas.
* Bacterias lipoliticas.

* Coliformes totales.

* Pseudomonas spp.

* Enterococcus spp.

* Micrococcus spp.

* Bacilos acidos lacticos
mesdfilos.

* Bacilos acidos lacticos
termdfilos.

* Streptococcus acidos
lacticos termofilos.

* Clostridium spp.

* Aeromonas spp

Microorganismos
identificados

* Microorganismos
identificados.
* Metagenomas

Cuantificacion de:

* Humedad.

* Actividad de agua (aw)
* pérdida de peso.

* pH.

* Color

27

Unidades formadoras de
colonias/gramo (UFC/g)

Numeros géneros y
especies identificados

* NUmeros géneros vy
especies identificados.

* Numero de
metagenomas.

* % de humedad.

* aw (valores entre 0-1).
% de peso perdido.

* pH (valores entre 1-
14)

*La,b
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Apariencia:

*Forma

*Aspecto del color

*Aspecto de la pasta

Caracteristicas olfato

gustativas:

*Intensidad de olor

*Intensidad de aroma

*Tipicidad de olor y aroma

*Sabor dulce Numero de quesos que
*Sabor acido cumplen con el perfil
*Sabor salado sensorial del queso
*sabor amargo amasado.
*Persistencia

*Regusto

Textura

*Elasticidad

*Firmeza

*Adherencia

*Solubilidad

*Impresidon de humedad

*Cremosidad

*Granulosidad

*Friabilidad

*Masticabilidad.

Calidad Sensorial

*Dureza *Newton

) *Gomosidad *Newton
Parametros de textura *E|asticidad *Newton
*Masticabilidad *Newton

*Friabilidad *Newton

19. Componente estadistico de la investigacion
En la provincia del Carchi existen 13 empresa dedicadas a la fabricacion de
guesos amasados de acuerdo con la informacién levantada en el afio 2021, los
cuales se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Empresas dedicadas a la fabricacion de quesos amasados en la provincia

del Carchi
. Marca del Ubicacién
Empresa Tipo de producto Producto
Carmita Queso Amasado Ques_o fresco Montufar
carmita
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Lacteos Jhonny

La Favorita
La Delicia
Liderlac
Caserito
Montulac
Villareal
San Pedro
Q' Sefior
Prodalsam
Andreita
San José

Codigo UPEC-P08-S1.1-FT01; Version: 03; 28 de julio de 2022

Queso Amasado

Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado
Queso Amasado

Queso Lacteos
Jhonny

Queso La Favorita
Queso San Gabriel

Queso Liderlac
Queso Caserito
Queso montulac
Queso Villareal
Queso San Pedro
Queso Q' Sefior
Don Queso
Queso Andreita
Queso San José

Huaca

Montufar
Montufar
Montufar
Tulcan

Montufar
Tulcan

Montufar
Espejo

Montufar
Montufar
Montufar

El muestreo se realizara teniendo en cuenta que las variables dependientes a ser
medidas son cuantitativas y conociendo que el total de las plantas son 13, de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

Donde:

N+ ()2 + 02

n=

N= Tamario total de la poblacion
Zq2= Estadistico Z, asociado al nivel de significancia, en este caso se utilizara 0.05,
entonces es el Z correspondiente a un nivel de significancia de 0.975.
a= La desviacién estandar

e= Error estandar

(V- De? + (207

El célculo del tamafio de muestra realizado con la formula anterior, da un valor de
3,15. Para tener una mayor representatividad en los datos, se tomaran 5 muestras

del total de universo.

Como se menciond en el apartado referente al marco tedrico, el tiempo de vida util
es de 20 dias, los cambios microbiolbgicos, sensoriales y fisicoquimicos se evaluaran
cada 6 dias, desde el inicio de la adquisicion de las muestras, en consecuencia, se
analizan los dias 0, 6, 12, 18 y 24 dias. En el transcurso de la investigacion las
muestras seran almacenadas en condiciones de refrigeracion a 4 °C.

Las muestras seran adquiridas por triplicado en los dias ya mencionado y por planta
de procesamiento muestreada se tomaran 15 muestras de 250 gramos. El total de

muestras de las 5 plantas procesadoras de queso en estudio seran de 45.
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Las muestras seran adquiridas en las plantas de procesamiento el mismo dia de
produccion, serén trasladas a las instalaciones de los Laboratorios de Microbiologia,
Analisis Sensorial y de Analisis de Alimentos de la Universidad Politécnica Estatal del
Carchi para su analisis.

Los datos obtenidos seran tabulados, se analizaran mediante estadistica descriptiva
y se obtendran estadisticos como la media, la varianza y la desviacion estandar y
seran presentados en tablas. Asi mismo, se realizardn comparaciones entre las
medias de las muestras provenientes de las distintas plantas con la finalidad de
determinar diferencias estadisticas entre los parametros evaluados mediante un
andlisis de varianza (ANOVA). Una vez aplicado el ANOVA, se utilizara el estadistico
de diferencia minimas significativa, para discriminar cuales de las medias son
distintas en los parametros de estudio. Se utilizara un intervalo de confianza al 95%
y los ensayos seran realizados por triplicado. Los valores seran presentados como la
media mas o menos la desviacion estandar. Los analisis estadisticos seran llevados
a cabo mediante el programa RStudio version 2022.02.1+461

20. Impactos esperados

INVESTIGACION - SGC-UPEC

Matriz de impactos

Social

La industria de produccion de quesos amasados del Carchi
al contar con la identificacion de los microorganismos
deteriorativos, responsables de la pérdida de alimentos a lo
largo de la cadena de suministro, desde la produccion hasta
el consumidor final. Permitird aumentar la calidad del
producto y alargar su vida util, esto propendera en el
reconocimiento del producto, abriendo nuevos mercados a
nivel nacional e internacional, reactivando la economia de la
provincia y a su vez incrementando la calidad de vida de los
carchenses. Por otra parte, la transferencia tecnolégica del
conocimiento generado de esta investigacion sera realizada
mediante proyectos de vinculacién con la sociedad, en donde
se daran a conocer los resultados y conclusiones mediante
capacitaciones y seminarios a los productores de quesos
amasados de la provincia del Carchi.

Cientifico

El aporte cientifico de la investigacion sera la identificacion
de los microorganismos especificos que actuan en el
deterioro del queso amasado de la provincia del Carchi,
puesto que en la actualidad se desconoce de estos
microorganismos que afectan al proceso de produccion, con
la ejecucion de la investigacion se incentivara en los
productores de estos alimentos al desarrollo de estrategias
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efectivas de control de microorganismos deterioradores en la
industria alimentaria. Esto incluye la formulacién de
conservantes naturales, el disefio de nuevos envases con
compuestos bioactivos, la optimizacion del proceso de
produccion de queso amasado Yy la investigacion de métodos
de otros métodos de conservacion.

Econémico

Mediante la identificacion de los microorganismos
deteriorativos del queso amasado de la provincia del Carchi,
se extiende la vida util del producto, evitando la generacion
de desechos, lo cual se traduce en mayor rentabilidad para
los productores, asi mismo, en la produccion de queso
amasado se utilizaran estrategias especificas para controlar
la proliferacion de  microorganismos deteriorativos,
mejorando la calidad del producto abriendo nuevos mercados
a nivel nacional e internacional posicionando al queso
amasado como un producto de identidad de la provincia y
dando una mayor dinamica a la economia de la provincia.

Politico

El desarrollo de la investigacion contribuira a mantener la
seguridad y soberania alimentaria y nutricional en nifios y
gran parte de la poblacion que consumen a estos tipos de
alimentos, al potencializar las caracteristicas del queso
amasado y mantenido dentro de la cultura carchense el
consumo de este producto, y a la vez por medio de este
alimenta dar a conocer la cultura y tradicién carchense.

La ejecucién de investigacion permite garantizar alimentos
inocuos, nutritivos y accesibles a la poblacién como parte del
derecho a la salud establecido en la Constitucion Nacional del
Ecuador (2008) en el Articulo 32; también, la inocuidad
alimentaria es establecida en la Ley Organica Del Régimen
de la Soberania Alimentaria (LORSA) (2010).

Actividad I+D+i

La investigacion es una indagacion original y planificada cuyo
objetivo es generar nuevo conocimiento que contribuya a una
mejora significativa en el proceso de produccién del queso
amasado de la provincia del Carchi del cual se pretende:

Cuantificar la microflora deteriorativas de los quesos
amasados.

Identificacion molecular de la microflora deteriorativa.

Cuantificar los cambios fisicoquimicos, sensoriales y de
textura.

Mediante el desarrollo de la investigacion se contribuira a
los siguientes ODS:

ODS 1: Fin de la pobreza.
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OoDS

ODS 2: Hambre cero.

ODS 3: Salud y Bienestar.

ODS 9: Industria, innovacion e infraestructura.
ODS 12: Produccion y consumo responsable.
ODS 13: Accion por el clima.

ODS 14: Vida submarina.

ODS 15: Vida de ecosistemas terrestres.

Otro (especifique)

La investigacidon contribuira en la educacion de los
estudiantes de la carrera de alimentos identificando los
microorganismos que afectan al proceso productivo del
queso amasado, con estos conocimientos especificos los
estudiantes realizaran propuestas innovadoras de nuevos
procesos productivos.

Asi mismo con la implementacién del Laboratorio de
Microbiologia Molecular se pretende realizar otras
investigaciones como la identificacion e interaccion de
microorganismos deteriorativos en frutas, derivados de
frutas, carnes y derivados carnicos, lacteos y derivados
lacteos, entre otros. También se pueden abordar el
almacenamiento de material genético como un banco de
especies utilizadas como alimentos con altos contenidos de
nutrientes que se van perdiendo por su bajo consumo vy
desconocimiento, realizar estudios acerca de genes y el
clonaje molecular para la produccion de metabolitos de
interés para la industria de alimentos, entre otros estudios
que involucren el estudio de genes.

21. Transferencia de resultados

Una vez finalizada la investigacién y conociendo los microorganismos deterioradores
de queso amasado, estos resultados primeramente seran socializados con los
productores de este alimento para que evalluen el efecto de los microorganismos en la
calidad e inicien con estrategias que minimicen el efecto deteriorador y maximice la
vida util del producto.

Con los resultados se escribiran articulos cientificos para ser publicados en revistas de
alto impacto y a la vez la participacion en congresos cientificos nacionales e
internacionales para una mayor difusion de los resultados sobre todo a nivel
internacional para un posicionamiento de la UPEC como una universidad que genera
conocimiento para la solucién de problematicas de su zona de influencia.
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También se hara uso de los medios digitales con los que cuenta la UPEC para que los
resultados lleguen a los diferentes sectores del pais, en este contexto, los estudiantes
de la carrera de Alimentos conocerdn de la problemética encontrada con la
investigacion y las posibles soluciones, para luego ser plasmadas en un proyecto de
vinculacion con la sociedad donde los estudiantes difundiran los conocimientos
adquiridos a los productores de queso amasado de la provincia del Carchi, la utilizacién
de estas diferentes estrategias para la transferencia de conocimientos los resultados
no quedaran desapercibidos en la sociedad, ubicando a la Universidad Politécnica
Estatal del Carchi como una institucion que transforma sociedades por medio del

conocimiento.

Productos de investigacion

Tipo de producto

Cantidad

Articulos cientificos publicados en revistas SJR (Q1 o0 Q2) o WOS
(Factor de impacto igual o superior a 2)

Articulos cientificos publicados en revistas SJR (Q3 0 Q4) o WOS
(Factor de impacto inferior a 2)

22. Cronograma

El cronograma para la realizacion de las actividades se muestra a continuacion.
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No

Actividad

15

16 | 17 | 18

19

20

21

22

23

24

Revision bibliografica

Compras de equipos, reactivos e
insumo

Calibracién de equipos y validacion de
métodos

Cuantificacion de bacterias
deteriorativas presuntivas durante el
tiempo de vida atil de los quesos
amasados por métodos de siembra en
superficie.

Identificacidén de bacterias
deteriorativas durante el tiempo de
vida util de los quesos amasados por
método bioquimicos.

Identificacidén de bacterias
deteriorativas durante el tiempo de
vida util de los quesos amasados por
métodos moleculares.

Cuantificaciéon de parametros
fisicoquimicos durante el tiempo de
vida util de los quesos amasados.

Determinacion de las caracteristicas
sensoriales y de textura durante el
tiempo de vida atil de los quesos
amasados.

Analisis e interpretacion de resultados

10

Redaccion de articulos cientificos y
aceptacion por revista.

11

Elaboracion de informe final del
proyecto

34




UNIVERSIDAD POLITECNICA ESTATAL DEL CARCHI

INVESTIGACION - SGC-UPEC

CONVOCATORIA PROYECTOS DE INVESTIGACION

Cdédigo UPEC-P08-S1.1-FT01; Version: 03; 28 de julio de 2022

23. Recursos y presupuesto

Tabla 4. Presupuesto para el desarrollo de la investigacion

PRESUPUESTO (S)
Fecha de
ACTIVIDADES RECURSOS PARTIDA CPC  |CANTIDAD PRECIO ey
UNITARIO TOTAL ejecucion
($)

gA)gar Plate Count (Envase de 500 530829 35290107 1 100.91 100.91 abr-24

Agar Plate Count with Skimmed Milk 530829 35290107 1 125.16 125.16 abr-24

(Envase de 500 g).

Agar Trybutyrin (Envase de 500 g). 530829 35290107 1 11111 111.11 abr-24
1.Cuantificacion de bacterias | A9ar  Chromogenic  Coliform 530829 35290107 1 477.43 477.43 abr-24
deteriorativas presuntivas | (Envase de 500 g).
durante el tiempo de vida util de | Aero Pseudo Selective Agar (GSP
los quesos amasados por | Agar) 530829 35290107 1 149 149 abr-24
métodos de siembra en -

- Agar Slanetz y Bartley (medio base) )
superficie. (Envase de 500 g). 530829 35290107 1 500 500 abr-24

Suplemento TCC 1% (1 caja con 10

viales de vidrio de 22+0.25 x 55£0.5 530829 35440.01.1 1 100 100 abr-24

mm. con tapon de

plastico.).

Agar Manitol Sal (Envase de 500 g). 530829 35290107 1 82.71 82.71 abr-24
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Agar DeMan. Rogosa and Sharpe 530829 35290107 1 338.34 338.34 abr-24
(Envase de 500 g).
Agar M17 (Envase de 500 g). 530829 35290107 1 99 99 abr-24
Agar Sabouraud Dextrose with
Chloramphenicol (Envase de 500 530829 35290107 1 218.69 218.69 abr-24
9).
Qg%rogz)”fomed Clostridial (Envase 530829 35290107 1 91.91 91.91 abr-24
Agar Kanamycin Aesclulin Azide ;
(KAA) (Envase de 500 g). 530829 35290107 1 492.65 492.65 abr-24
Suplemento Selectivo de Ampicilina
%aja con 5 viales de vidrio de 1 530829 35440.01.1 1 30 30 abr-24
tapén de plastico.).
Agua peptona (Envase de 500 g). 530829 35440.01.1 2 79.96 159.92 abr-24
Citrato de sodio (Envase de 500 g). 530829 239991211 1 48.02 48.02 abr-24
Caldo DeMan. Rogosa and Sharpe 530829 35290.08.2 1 114.27 114.27 abr-24
(Envase de 500 g).
Caldo infusion cerebro corazon
(Envase de 500 g). 530829 3529010746 1 85.59 85.59 abr-24
Caldo M17 (Envase de 500 g). 530829 35440.01.1 1 95.78 95.78 abr-24
Incubadora de CO2 840104 441802011 1 8085 8085 abr-24
(Sé’r']‘\’,g'sc’g de ggo mﬁ’_';cero' anhidro 530829 3525011217 1 60 60 abr-24
2. Identificaciéon de bacterias
deteriorativas durante el tiempo Solucién d ido de hid
de vida dtil de los quesos [ °CCIOR € PETOXICO TIe NGIOGENo 530829 342800011 1 31 31 abr-24
amasados por método al 30% (Envase de 500 mL)
bioquimicos -
gg(')g‘)’ base rojo fenol (Envase de 530829 35440.01.1 1 90.3 90.3 abr-24
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Campanas Durham 6X25 mm de

vidr (Empaque de 250 unidades) 530829 35440.01.1 1 144.22 144.22 abr-24
Moeller Medio Base para

Decarboxilasas (Envase de 500g), 530829 35440.01.1 1 164.131 164.131 abr-24
ég%g;”a L-aminoacido (Envase de 530829 35440.01.1 1 214.14 214.14 abr-24
gg‘ég’“ra de bromocresol (Envase de 530829 35440.01.1 1 19.18 19.18 abr-24
Kit API 50 CHL (Envase de 10 530829 35290.08.2 12 366.3 4395.6 abr-24
unidades)

kit AP 20E (Caja de 25 unidades) 530829 35290.08.2 6 2145 1287 abr-24
Kit API 20 NE (Caja de 25 unidades) 530829 35290.08.2 6 393.8 2362.8 abr-24
Reactivo APl 20E (envase de 6 530829 35290.08.2 2 271.7 543.4 abr-24
ampollas)

Medio de suspension API (100 530829 35290.08.2 3 2211 663.3 abr-24
ampollas de 5 ml)

Aceite de parafina (Envase de 1X 530829 35290.08.2 2 39.6 79.2 abr-24
125 mL)

Reactivo de Zinc (Envase de 30829 35290.08.2 3 113.3 339.9 abr-24
2X10g)

?ﬂﬁ'dasa (Envase de 50 Ap. x 0.75 530829 35290.08.2 1 442.2 4422 abr-24
Reactivo de James (Empaque de 2 530829 35290.08.2 1 147.4 147.4 abr-24
ampollas de 5 mL)

Reactivo NIT 1 + NIT 2 (Empaque 530829 35290.08.2 1 311 311 abr-24
de 2 ampollas de 5 mL)

APl 50 CHL Medio APl 50 CHL

Envase de 10X10 ml) 530829 35290.08.2 2 11838 237.6 abr-24
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Aceite de parafina (Envase de 500
mL)

Cloruro de Bario (99.99 de pureza)
(Envase de 500 g)

530829 35290.08.2 1 45.66 45.66 abr-24

530829 342401117 1 85.39 85.39 abr-24

API WEB. Software para

visualizacion de resultados APl Web 840107 51290.00.2 1 1000 1000 abr-24

Lente de inmersiébn seco para

- ; 840104 48265.02.2 1 759 759 abr-24
microscopio

Cubetas de espectrofotometro

(Caja de 2 unidades) 840104 48265.02.2 2 159.5 319 abr-24

kits de PCR Real Time Tecnologia
Multiplex para bacterias
deteriorativas (Envase de 96
pruebas).

530829 35290.08.2 1 2406.03 2406.03 abr-24

Solucién de Proteinasa K

(20mg/mL) (Envase de 1 mL) 530829 35290.08.2 2 233.01 466.02 abr-24

3. lIdentificacion de bacterias | Solucién de RNAasa (Envase de 1
deteriorativas durante el tiempo | mL)

de vida uatil de los quesos
amasados  por  métodos | Kit de extraccién de ADN (Envaque
moleculares. para 100 extracciones)

530829 35290.08.2 2 145.27 290.54 abr-24

530829 35290.08.2 2 733.08 1466.16 abr-24

Buffer TBE (Tris. borato y EDTA)
(Envase de 1000 mL)

Master Mix de 500 reacciones
(Envase de 4 x 1.25 mL)

Primer 8F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") 530829 35290.08.2 1 27.03 27.03 abr-24
(Envase de 100 nmoles)

530829 35290.08.2 1 409.11 409.11 abr-24

530829 35290.08.2 2 137.64 275.28 abr-24
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Primer 1492R (5-CGGTTACCTT
GTTACGACTT-3") (Envase de 100 530829 35290.08.2 1 27.03 27.03 abr-24
nmoles)

Primer ERIC1R (5-ATG TAA GCT
CCT GGG GAT TCA C-3') (Envase 530829 35290.08.2 1 29.73 29.73 abr-24
de 100 nmoles)

Primer ERIC2 (5-AAG TAA GTG
ACT GGG GTG AGC G-3') (Envase 530829 35290.08.2 1 29.73 29.73 abr-24
de 100 nmoles)

Sybr Green (Envase de 1000 uL) 530829 35290.08.2 2 96.04 192.08 abr-24

Marcador de Peso Molecular 1 Kb

(Envase de 1000 uL) 530829 35290.08.2 2 125.87 251.74 abr-24
Marcador de Peso Molecular 100 bp

(Envase de 1000 uL) 530829 35290.08.2 2 125.87 251.74 abr-24
Primers P1V1 (5-GCG GCG TGC

CTA ATA CAT GC-3') (Envase de 530829 35290.08.2 1 27.03 27.03 abr-24
100 nmoles)

Primer P4V3 (5-ATC TCAGCATTT

CAC CGC TAC-3') (Envase de 100 530829 35290.08.2 1 28.38 28.38 abr-24
nmoles)

Camara de bioseguridad  para 840104 482650225 1 8415 8415 abr-24
extraccion Clase Il Tipo A2

Minicentrifuga de alta velocidad 840104 439311011 2 2286.92 4573.84 abr-24
Vortex velocidad variable 840104 48265.02.2 2 490.13 980.26 abr-24
Micropipetas de 100 a 1000 uL 840104 482530511 3 337.65 1012.95 abr-24
Micropipeta 10 a 100 uL 840104 482530511 3 337.65 1012.95 abr-24
Micropipeta de 20 a 200 uL 840104 482530511 3 337.65 1012.95 abr-24
Micropipeta de 0.5 a 10 840104 482530511 3 337.65 1012.95 abr-24
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Soporte ~ horizontal - para 4 530829 482530511 3 66 198 abr-24
micropipetas

Regulador de corriente UPS 3 KVA 530813 462120615 2 1141.8 2283.6 abr-24
Congelador/refrigerador 840104 448110014 1 5940 5940 abr-24
Sistema de lisis y tituradora de 840104 48265.02.2 1 21284.34 21284.34 abr-24
batido de granulos

Jarra de anaerobiosis 840104 48265.02.2 5 765 3825 abr-24
Sobre de anaerobiosis 530829 35440.01.1 7 85 595 abr-24
Minicamaras  de flujo laminar 840104 482650225 2 4683.42 9366.84 abr-24
Vertical

Microcentrifuga para 8 tubos

eppendort y tiras PCR 840104 439311011 2 2286.9 4573.8 abr-24
Termociclador punto final 840104 48265.02.2 1 13200 13200 abr-24
Termociclador tiempo real 840104 48265.02.2 1 44687.5 44687.5 abr-24
Termobloques con bloque

calentador digital para temperaturas 840104 48265.02.2 2 2287.25 4574.5 abr-24
desde —3°C a +150°C

Computador  de escritorio  para 840107 45230.00.8 1 500 500 abr-24
termociclador tiempo real e

Gradillas para tubos eppendorf 530829 48265.02.2 20 4.62 92.4 abr-24
Gradillas para tubos de pcr 530829 48265.02.2 20 4.7 94 abr-24
Nanodrop para cuantificar ADN 840104 48265.02.2 1 11825 11825 abr-24
Balanza analitica 840104 482310011 1 2729.1 2729.1 abr-24
Plancha de calentamiento 840104 43932.00.1 1 871.33 871.33 abr-24
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Equipo de electroforesis horizontal
(con tanque. electrodos. peines y 840104 48265.02.2 2 1487.49 2974.98 abr-24
fuente poder

Fotodocumentador 840104 48265.02.2 1 20211.66 20211.66 abr-24

Puntas de micropipetas de 1000 uL
con filtro (Empaque con 10 rack de 530829 35290.10.7 8 146.51 1172.08 abr-24
100 puntas con filtros esteriles)

Puntas de micropipetas de 100 uL
con filtro (Empaque con 10 rack de 530829 35290.10.7 12 110.99 1331.88 abr-24
100 puntas con filtros esteriles)

Puntas de micropipetas de 200 uL
con filtro (Empaque con 10 rack de 530829 35290.10.7 8 117.11 936.88 abr-24
100 puntas con filtros esteriles).

Puntas de micropipetas de 10 uL
con filtro (Empaque con 10 rack de 530829 35290.10.7 12 102.44 1229.28 abr-24
100 puntas con filtros esteriles)

Division  de Laboratorio  de

Miorobiologia Moleerar g 77 530811 38122.00.50 1 10000 10000 abr-24
Servicio de Secuencias

Motagonoma par 165 RNA 530212 81300.00.1 150 75.00 11250.00 oct-24
Servicio de Secuencias 530212 81300.00.1 50 400 20000.00 oct-24

Metagenomas por Shotgun
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Servicio de Secuencias de BAL
presuntiva por Sanger (100 530212 81300.00.1 200 20 4000 oct-24
muestras)

Servicio de  secuencias de
Enterobacterias presuntivas por 530212 81300.00.1 200 20 4000 oct-24
Sanger (100 muestras)

Capacitacion de analisis de

metagenomas 530612 92900.00.1 1 3200 3200 oct-24
Rubllp_acmnes de articulos 530204 324000018 4 3500 14000 oct5
cientificos

Total | 270392.11
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