FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIO DE LAS POBLACIONES MICROBIANAS
DE INTERES BIOTECNOLOGICO
AISLADAS DE QUESO COTIIA

TE SIS
QUE PARA OBTENER EL TfTULO DE:
QUIMICA DE ALIMENTOS
PRESENTA:

BRAVO MENDOZA AMANDA

México, D.F




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Maris del Carmen Wacher Rodarte
Vocal Prof. Maria Elena Caftizo Suérez
Socretario Prof. Maricarmen Quirasoo Baruch

1¢t. Suplente Prof. Beatriz. de Guadalupe Serrano Lapez
2°. Suplente Prof. Agustin Reyo Herrera

Sitio en donde se desarrolld ¢l tema:

Laboratorio 312. Departamento de Biotecnologia y Alimentos.
Proyecto financiado por el PAPIT IN200705 “Caracterizacion de la

micriobiota presente ¢n quesos tradicionales mexicanos”™.
Y con apoyo del Subprograma 127 Formacion Bsica en Investigacion 2006.

Asesor del toma: g % .

Maricarmen Quirasco Baruch

Supervisor técnico:

e RN -1 T
e Atk
Idalia Maria Antonicta Flores Argtello

Sustentante:
% Bravo Mendoza



Agradezco sinceramente;

A (a Dra. Maricarmen Quirasco por invitarme a participar en este proyecto,

_por su apoyo, entustasmo y paciencia. Y por su confianza en mi trabajo.

A (@ Mtra. Idafia Flores y a (a Mtra. Sandra Pérez Murguia por asesorarme
y apoyarme cuando (as necesité durante [a elaboracion de este proyecto.

A (a Dra. Amella Farrés, (a Dra. Amanda Gdlvez y el Dr. Guillermo Aguifar,
_por sus asesorias y observaciones. V a todo el equipo de trabajo del laboratorio
31z del Departamento de Alimentos y Biotecnologia, en especial a mis
comparieras Verdnica Garcia, Nayefli Hernindez, Verénica Herndndez y

Berenice Zuniga.

A todas las demds personas imvolucradas en este proyecto: Dra. Carmen
Wacher, Dr. Mariano Garcia Garibay y Dra. Judith Jiménez. Y a quienes
permitieron que este trabajo pudiera vealizarse por conip[eto: Dr. Arturo
Navarro, Profa. Julieta Sandoval, Dr. Ruiz Terdn y al Dr. Fduardo Bdrzana
_por prestar sus instalaciones y equipos, asi como al personal de sus equipos de
trabajo.

A mis profesores que durante (a carrera me ensefiaron no sélo (o relacionado
con sus materias, stno también compartieron sus ideas y conoctmiento sobre
[u vida y a quienes les tengo mucha estima: Jesus Gumaro, Beatriz Serrano,
Agustin Reyo, Olga Veldzquez, Sergio Afvarez, de nuevo Maricarmen

Quirasco, Amanda Gdlvez y Carmen Wacher.

A (a Facultad de Quimica en donde pasé los mejores arios de mi vida hasta
ahora, donde conocl tanta gente vallosa y en donde no sélo aprendi de

quimica sino de mi misma.

Y por supuesto a esta mi querida ‘Universidad Nacional Auténoma de
Mexico, en donde se nos Aa dado todo el conocimiento, [os recursos y las

actividades que queramos aprovechar. Ha sido un Aonor pertenecer a ella.

111



DEDICATORIAS

Mi famifia:

A mi querida madre Carmen Mendoza Cdmara, por su
energia y valor, pov su carifio y altmento, por cuidarme, leerme
y cantarme, por mucho mds...

A Gonzalo de Anda Vizcarra, mi querido papd, quien me Aa
dado algo mejor que (a vida: su amor, educacion, ejemplo, apoyo
y guia...

A mi querida hermanita Mariana, por darme su mano y
carifo en [os momentos mds dolorosos. Por compartiv tanto y
sev tan diferentes...

A mi querida Xullana, fa heymanita con quien he compartido
cosas mds importantes que [a sangre..,
...mil gracias, (os quiero tanto.

A mis abuelos queridos, Afrania, Antonio, Enriqueta’ y
Gilberto. Porque sencillamente sin ustedes no estaria yo aqui...

A mis tias Fmma, Gabriela y Lucrecia, porque junte con mi
madre y abuela, han sido un efemplo de fortaleza y valor, por su
carino y apoyo...
... muchas gracias.

A mis primos y primas por [0 que hemos compartido y _por o
que cada qulen Aa vivido, espero que todos (ogremos el éxito que
deseamos, (os quiero.

V a mi tia Carlota por quien siento un gran carifio a pesar de
(a distancia.



Mis amigos:

A mis amigos de {a _prepa: Angie, Carmen, Nadia, Alefandvo S. e
Ivan, por compartiy tanlos anos juntos, a pesar del tiempo y [a
distancia. En especial mi querida Viri, porque ademds de ser una
muy Eue‘na leiga eres una gra‘n _per_f(ma, Uumn Ser muy valfioso Y
admirable. A Alejandro Z. ...

...Saben que lbs Ae querido mucho.

A Raquel, por tu apoyo y por ser mds que una amiga, como und
hermana, por compartir tantos momentos y cambios en mi, por

ayudarme a ser mds (ibre...
...gracias por tanto amiguita

A Reneé, por esta amistad tan importante, por tu ejemplo y por
compartir ese viaje tan increible...

...muchas gracias amiga.
A Ligia, por todo tu apoyo y amistad. Te agradezco tantas cosas.

A Donovan, mi querido Luminou, por ser como un Ahermano y
culdarme siempre que puedes.

A Ofmo, por hacerme compania, por Ser como eres y ser mi amigo.
A Job, por ser tan buen ser Fumano, tan buen amige y consejero.

A Manuel y Youssef por compartir conmigo el principio de esta
carrera y ser mis amligos.

A fuls Lima y Advian por ser temporalmente mis hermanitos
_postizos.

A todos mis locos amigos P.rones a quienes les agradezco tantos ratos
de diversion.

A Citlalin, por ser no solo una amiga sino una guia en mi alma.
@racias por toda tu ayuda.

A Erica, por tu compania y amistad.
A todas las personas que Ae conocldo en esta querida Facultad, por

cruzar su camino conmigo, compartir un momento, el estrés y una
sonrisa.

Y a Raul, por compartir cada dia, apoyarme ¢ intentar
comprenderme, Gracias por estar ahora, espero que compartamos un
camino.

Tu siempre amiga Amanda



I am a bird gir( now
I've got my heart
Here in my hands now

I've been searching
For my wings some time

I'm gonna be born
Into soon the sky

‘Cause I'm a bird gir(
And the bird girls go to heaven

I'm a bird gir(
And the bird gir(s can fly

Bird girls can fly

... ¥ el mundo sonrie conmigo

Vi



NDICE GENERAL

Contenido

t RESUMEN
CAPITULO 1. INTRODUCCION
CAPITULO 2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
2.2 OBJETIVOS PARTICULARES
CAPITULOQ 3. ANTECEDENTES
3.1 EL Queso CoTiA
3.2 GENERALIDADES DEL QUESO
3.3 BACTERIAS LACTICAS. SU IMPORTANCIA Y FUNCION EN ALIMENTOS...
3.3.1 Generalidades
3.3.2 Actividad de las Bacterlas Lécllcas
3.3.3 BAL reportadas en alimentos artesanales
3.4 MICROORGANISMOS COLIFORMES
CAPITULO 4. HIPOTESIS
CAPITULO 5. MeTODOLOGIA
5.1 DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL
5.2 MUESTRAS
5.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO
5.3.1 Preparacion de las Muestras
5.3.2 Dinamica de Poblaciones Microblanaa
5.3.2.1 Pruebas Microbiologicas Generales
5.3.2.1.1 Determinacidn de masdbiilos aerobios
5.3.2.1.2 Determinacién de mohos y levaduras
5.3.2.1.3 Determinacion de coliformes totales
5.3.2.2 Cuantificacién General de Bacterias Acido Lacticas

5.3.3 Aislamlento, Cuantificacién e Identlflcaclén de BAL....
5.3.3.1 Aislamiento Selectivo y Cuantificacion de BAL
5.3.3.2 Seleccitn y Purificacion de Cepas
5.3.3.3 Conservacion de Cepas Seleccionadas en Parlas de

Vidrio Perforadas (Chaquiras)
5.3.3.4 Identificacién Bloquimica de las BAL Seleccionadas
5.3.3.4.1 Patrén de fermentacién de carbohidratos
5.3.3.4.2 Crecimiento en agar Infusién Cerebro Corazén

5.4 ANALISIS FisicoauiMico
5.4.1 Preparaclén de las Muestras
5.4.2 Determinacion de la Actividad Acuosa (a,)
5.4.3 Determinacién del pH
5.4.4 Determinaclon de la Acidez como Porcentaje de Acido
Lactico

Vil



Contenido

CAPITULO 6. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION
6.1 PRIMERA ETAPA
6.1.1 Dinamica de Poblaciones: Analisls Microblolégico
General y Cuantiticacién de BAL
6.1.2 Resultados Flaicoquimicos
6.1.3 Comparacién de Resultados Fisicoquimicos y la Cuenta
Microblana
6.1.3.1 Queso 1
6.1.3.2 Queso 2
6.1.3.3 Queso 3
6.1.3.4 Comportamiento general en las piezas analizadas
6.2 SEGUNDA ETAPA
6.2.1 Alslamiento Selectivo y Cuantificacion de BAL
6.2.2 Conservaclon de las BAL Selecclonadas en Perlas de
Vidrio Perforadas (Chaquiras)
6.2.3 Identificacién Bloguimica de las BAL Seleccionadas
6.2.3.1 Patrén de Fermentacli6n de Carbohidratos
6.2.3.2 Crecimiento en Agar Infusién Cerebro Corazén
6.2.3.3 Identificacién de Cepas de Enterococcos
6.2.4 Presencla de Enterococcus en alimentos
6.2.4.1 Importancia de Entarococcus en leche y su presencia
an productos lacteos
6.2.4.2 Patogenicidad intrinseca y virulencia potencial de los
enterococcos
6.2.5 Presencia da Lactobacillus pentosus en alimentos
CAPITULO 7. CONCLUSIONES
CAPITULO 8. PERSPECTIVAS Y PROYECCIONES A FUTURO
ANEXOS
TECNICAS
1. ToMA DE MUESTRAS A DisTINTOS TIEMPOS DE MADURACION
2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS
3. DETERMINACION DE MESOFILOS AEROBIOS
4. DETERMINACION DE MOHOS Y LEVADURAS
5. DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES
6. CUANTIFICACION GENERAL DE BAL
7. AISLAMIENTO SELECTIVO Y CUANTIFICACION DE BAL
8. SELECCION Y PURIFICACION DE CEPAS
9. CONSERVACION DE CEPAS SELECCIONADAS EN PERLAS DE VIDRIO
PERFORADAS (CHAQUIRAS)
10 PATRON DE FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS
11. CRECIMIENTO EN AGAR INFUSION CEREBRO CORAZON (BHI)
12. DETERMINAGION DE LA ACTIVIDAD ACUOSA (a,)
13. DETERMINACION DEL PH
14. DETERMINACION DE LA ACIDEZ COMO PORCENTAJE DE Acibo
LACTICO

vin



Contenido

RESULTADOS
15. RESULTADOS DE LA DINAMICA DE POBLACIONES
16. RESULTADOS FISICOQUIMICOS .
17. HoJAS DE RESULTADOS DEL PATRON DE FERMENTACION DE CHO'S. ..
18. CARACTERIZACION DE BAL POR METODOS MOLECULARES...........
19. IMPORTANCIA DE ENTEROCOCCUS EN LECHE Y SU PRESENCIA EN ‘
PRODUCTOS LACTEOS

20. ENTEROCOCCOS PRESENTES EN OTROS ALIMENTOS FERMENTADOS
21. ACTIVIDAD DE 1.OS ENTEROCOCCOS EN ALIMENTOS. DESARROLLO DE
SABOR, PROBIOTICOS Y PRODUCCION DE BACTERIOCINAS :
22. PRESENCIA DE LACTOBACILLUS PENTOSUS EN ALIMENTOS
23. Uso BENEFICO DE LACTOBACILLUS PENTOSUS Y PRODUGCCION DE |
BACTERIOCINAS
BIBLIOGRAFIA

IX



RESUMEN

El queso Cotija se elabora a partir de leche bronca, por lo que inicialmente
contiene una determinada carga microbiana. Es madurado durante un tiempo
minimo de 3 meses hasta 2 afios. Durante la maduracién el desarrollo y actividad
de bacterias 4cido-lacticas (BAL) promueve el aumento de acldez y la disminucién
del pH, lo que limita la presencia y desarrollo de. bacterias coliformes. Se
analizaron tres piezas de queso Cotija, dos piezas elaboradas artesanalmente y
una de manufactura semi-industrial. Se evalué la relaclon entre estas
comunidades microbianas en cinco tiempos durante los primeros tres meses de
maduracion de cada pleza de queso. Se determinaron el pH, la acidez y la
actividad acuosa (aw), asi como la calidad microbioldgica general, y se
cuantificaron las BAL en el medio selectivo de Man Rogosa Sharpe (MRS).

Adiclonalmente se cuantificaron y aislaron Ias.BAL en los medios selectivos KAA,
LM17 y MRS a partir de las muestras con mas de 70 dias de maduracién de las
dos piezas de queso Cotlja reconocidas como Regién de Origen, para
posterlormente realizar su identificacién taxondmica con el sistema API 50CHL.

Los resultados muestran que al transcurrir 50.dfas de maduracién la poblacion
de coliformes disminuya significativamente, debido a la interaccion de factores
como la disminucién del ay (menos de 0.890), una disminucion del pH (de 5.8 a
5.4) y al posible efecto de bacteriocinas y otras sustancias inhibitorias, como
resultado del crecimiento y actividad de las BAL.

Pudo detectarse la presencia de BAL, predominando el género Enterococcus.
Especificamente se identificaron 14 cepas, 11 correspondientes a Enterococcus
faeciumy tres a Lactobacillus plantarum.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

El queso Cotija es un derivado lacteo que se elabora totalmente de manera
artesanal en México, a parir de leche bronca como materia. prima. En su
elaboracién confluyen elementos propios de la regién y del medio ambiente que lo
hacen un producto con caracteristicas Idoneas para obtener la Denominacién de
Origen. La falta de una meiodologia aplicada homogéneamente y regulada para
su produccién ha generado la introduccién de productos comerciales no
auténticos, que ponen en peligro la continuidad en la elaboracién de este producto
tradicional, que ademas de México tiene a Estados Unidos como un mercado

importante.

No se ha reportado previamente gue microorganismos participan durante la
elaboracién y el proceso de maduracidn del queso, y que contribuye
principalmente en la generacién de los atributos de aroma y sabor propios. El
conocimiento de esta Informacién es relevanie ya que la fermentacién que tiene
lugar en el queso Cotija es producida de manera natural, sin la inoculacién inicial

de algun cultivo.

Los microorganismos son un componente esencial de todas las variedades
naturales de quesos y juegan un papel muy importante durante su elaboracién y
maduracién''. La composicién microbiana en los quesos ha sido un tema de

investigacion frecuente principalmente en paises de Europa, con el fin de obtaener



mayores conocimientos clentificos sobre la gran cantidad de variedades de

quesos que se producen en ese continante.

Durante la elaboracién y maduracién del queso ocurren interacclones complejas
entre las distintas poblaclones microblanas presaentes. Los factores fisicoquimicos
del queso también prc;mueven estas Interaccionses. La elucidacion de las mismas
contribuye al conocimiento y entendimiento del proceso de maduracién del

queso'".

Una de las funciones que desemperia la fermentacion de los alimentos, como lo
as la elaboracion del queso mediante la fermentacién de la leche, es lograr su
conservacion. Los cambios bioquimicos resultantes de la fermentacion y la
generacidn de metabolitos influyen en la poblacion de microorganismos
patégenos. Esto es muy importante desde el aspecto sanitario. para que el
alimento sea inocuo al consumirse. Diversas investigaciones demuestran que la
presencia de patdgenos es inhibida gracias a la actividad de cultivos lacticos'®?’

en gran cantidad de alimentos, desde alimentos carmicos?” hasta algunos

vegetales como el germinado de alfalfa®.

Los coliformes son considerados como indicadores de microorganismos
patégenos y pueden estar presentes en productos derivados de la leche cruda. En
esta investigacion se propone que la actlvidad de las bacterias acido lacticas que

participan en la maduracién del queso contribuyen a mejorar la calidad sanitaria



del producto durante la maduracién, por lo que se realizd el andlisis microbiolégico

general para comprobar aste comportamiento.

La investigacion forma parte de un proyecto general que se lleva a cabo en el
departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica. Este
trabajo en particular, pretende contribuir a generar informacion sobre la
elaboracién del queso Cotija desde el punto de vista microbloldgico, para conocer
la relacion entre la cuenta de las poblaciones microbianas durante la etapa de
maduracion y para determinar el tipo de bacterias l4cticas presentes, al
considerarse éstas como uno de los principales grupos de microorganismos que

participan en el proceso de elaboracién y de maduracion.

Se espera que con los datos que este trabajo y otras investigaciones
relacionadas aporten desde el aspecto microblolégico, junto con las caracteristicas
fisicoguimicas, sensoriales y las del proceso de elaboracion, se contribuya al
conocimiento y a resguardar la tradicién de este producto nacional. Y con ello,
generar la informacién necesaria para obtener la Denominacién de Origen del
tradicional queso Cotija, deé manera que las comunidades productoras logren

alcanzar mayores mercados en el pais y el extranjero.



CAPITULO 2, OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL
3 Conocer la dinamica de las poblaclones de microorganismos coliformes y
bacterias lacticas presentes en dos piezas de gueso Cotija elaborado de
manera tradiclonal y una pieza de manufactura seml-iﬁdustrial, provenientes
de las principales zonas productoras entre la Sierra de Jalisco y Michoacan.
o3 |dentificar las bacterias lacticas aisladas mediante técnicas de microbiologla

tradicional.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

o3 Determinar la cuenta microblana preéente en tres plezas de queso Cotija
analizadas en cinco difarentes tiempos de la etapa de maduracién, mediante
al andlisis microbiolégico general.

s Realizar el andlisis fisicoquimico de las tres piezas de queso durante los
cinco diferentes tiempos de la etapa de maduraclén, en términos de: pH, aw y
acidez expresada como porcentaje de 4cido lactico.

8 |dontificar las bacterias lacticas aisladas a partir de dos piezas de queso
Cotija, reconocidas como Regién de Origen por ser elaboradas en la regién
considerada “auténtica” para su producclén., mediante técnicas de

microblologia tradicional.



CAPITULO 3. ANTECEDENTES

La Asociacién Regional de Productores de Queso Cotija busca preservar y
normalizar su produccidon y comercializacién, para proteger su tradicién, evitar la
competencia de imitaciones, asf como mejorar sus practicas de manufactura e
higiene, con el fin de obtener productos genuinos y de muy buena calidad. Para
logrario han participado con el Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia
y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ), la asociacion Pro Sierra de Jalmich y el
Colegio de Michoacan, y asi impulsar la elaboracién de un proyecto de desarrollo
y mejoramiento tecnolégico. El 7 de marzo de 2005 se logré obtener la distincion
de Marca Colectiva del queso Cotija Regién de Origén, otorgado por el Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) bajo los niimeros 867585 y 867586°.
Este reconocimiento es un gran paso en el proceso de proteccion oficial, con el
gue se busca lograr obtener la Denominacién de QOrigen. Se ha publicado también
un manual de Reglas de Uso', en donde se describen sus particularidades,

propledades y caracteristicas de elaboracion.

3.1 EL QUESO COTHA

Es un queso que se elabora artesanalmente desde hace aproximadamente unos
400 anos, a partir de leche entera y bronca, de ganado ceb{ o criollo de pastoreo
lible. Se produce en los meses de junio a noviembre durante la temporada de
lluvias, en la region ubicada entre las laderas de la Slerra de Jalmich, que limita
los estados de Jalisco y Michoacén. Las zonas reconocidas como auténticas para

la produccion de este queso se encuentran en comunidades ubicadas en los

5



municipios al noreste de Jallsco (Sfa. Maria del Oro y Qultupan) y al noroeste de
Michoacan (Cotija de la Paz y Tocumbo), ademés de algunas rancherias cercanas

a log municipios anteriores.*’

Se sabe que este queso también es producldo en algunas zonas de Chiapas y
Tabasco, pero el queso presenta diferentes caracteristicas y su producclén no se
reconoce como Regién de Origen. Ademés se han elaborado algunae varsiones
comerciales no auténticas, que compiten con el queso artesanal y ponen en riesgo
la tradicién realizada en las comunidades productoras originales en la zona de la

Sierra de Jalmich (ver Flgura 1).

Figura 1. REGION DE ORIGEN DEL QUESO COTIJA EN LA SIERRA DE JALMICH*



Como ya se mencioné, el queso se produce artesanalmente, la sal se emplea
como Gnico ingrediente ademas de la leche y el cuajo (de origen natural, no
microbiano); aparentemente son la composicion del tipo de leche que se emplea y
las condiciones de la zona, durante su maduracion, las que propiclan que el

producto final posea las propledades caracteristicas del queso Cotija genuino.

El qusso Cotija es madurado durante un tiempo variable de 3 mesaes a varios
afos, y se considera gue el producto genuino debe ser madurado al menos 100
dias. El producto final presenta una pasta dura, no cocida, prensada, acida y con
un elevado porcentaje de sal, de consistencia firme y friable (desmenuzable). Es
un-queso seco de forma cilindrica, de gran tamano y paso —con dimensiones
promedio alrededor de 40 cm de didmetro y 18 cm de altura, entre 20 y 30 kg por
pieza. Su sabor y aroma son bastante pronunciados y presenta una costra o

“tocata” de color amarillo en la superficie.” 7

|4, 7, 35, 73 (

El procedimiento genera ver Figura 2) para su produccién es el

siguiente:

~ La leche recién ordefada se mezcla y no se acidifica previamente a la
adicién de cuajo, se deja reposar a temperatura ambiente hasta que alcance

una temperatura dptima para ser cuajada (aproximadamente 342 C).

» La cuajada no es inducida por la adicién de algun cultivo en particular, sélo

se emplea un cuajo de origen animal (marca comercial Cuamex XXX), se



anaden aproximadamente 10 mL de cuajo por cada 100L de leche, se

mezcla rapidamente y se deja cuajar por una hora aproximadamente.

» La cuajada se corta en grumos pequefios con una cuchara o cuchillo
esterilizado y se deja reposar hasta su asentamiento, se desuera

manualmente o por drenado.

> Sa sala con sal de mar (de grano) generalmente proveniente del estado de
Colima, y se agrega alrededor de 4 a 6% de sal (sin embargo, la dosificacion

no es precisa).

> Se amasa y finalmente se le da forma dentro de un molde fajado y cubierto
internamente con una manta de fibras de maguey o Ixtle, se forman piezas

de 20 kg aproximadamente.

» Se prensa de 18 a 24 horas y se mantiene tajado, llevandose a cabo
diariamente o cada tercer dia el desfajado, volteado y limpieza del queso con
un trapo limplo, hasta que el suero deja de escurrir, durante
aproximadamente 15 dias. Al producto en esta etapa se le denomina

“oreado”.

> El queso se desfaja cuando la consistencia es adecuada, pero se voltea

periédicamente durante los primeros tres meses.
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FiG. 2. PROCESO GENERAL DE ELABORACGION DEL QUESO COTlua* 73573

La variadad de quesos a nivel mundial es muy numerosa y en la literatura no es
posible encontrar una clasificacidn exacta a la que pertenezca el queso Cotija. Los
quesos pueden clasificarse de acuerdo con su textura, hurmedad, agente de

maduracién y método de manufactura®. Algunos autores sugieren realizar la



clasificacion de los quesos de acuerdo con su composicion proximal, donde se
considera principalmente la proporcion de humedad libre de materia grasa
(HSMG)”?, aunque ésta en ocasiones englobe en una misma categoria a quasos
completamente distintos en cuanto a elaboracién, tipo de maduracién y

propledades finales.

Dentro del grupo de trabajo del laboratorio se realizd el anélisis proximal*' de
varias piezas de queso Cotija auténtico, con el fin de conocer mejor su

composiclion y propiedades fisicoquimicas.

Tabla 1, Composicion proximal (% promedio) de las muestras analizadas de
queso Cotija

Componente | Base Hiumeda Base Seca
Humedad 32-40 -
Sélidos totales 60 - 68 -
Proteina total Min. 27 Min. 39
Grasa Butirica Min, 24 Min. 37
Minerales 58-72 8.7-11.2
NaCl 26-40 47-74
Carbohidratos® [ 0.08-0.15 0.12-0.24
HSMG** 42.1-52.6 -
E! tiempo de maduracion promedio al que se analizaron

las muestras fue entre 3 y 6 meses.
* Determinados por el método de Fenol Sulftrico.
** Humedad sin materia grasa:

Peso de la humedad en el queso
Peso total del queso — peso de la grasa en el queso

HSMG = X 100




Dea acuerdo con el manual publicado de Raglas de Uso para la elaboracién del
queso Cotija, la composicién bésica del queso debe ser:
¥» Humedad maxima: 36%
> Grasa minima: 23%

» Proteina minima: 25%

Los datos de la Tabla 1 demuestran una correspondencia con los valores
dafinidos por el manual de las Reglas de Uso, por lo que las muestras analizadas
en el grupo de trabajo cumplen con estas indicaciones y se comprueba la

composicion porcentual promedio del queso Cotija Regién de Origen.

Si se consideran el contenido porcentual promedio de HSMG vy las
caracteristicas de maduracién que tiene el queso Cotija, la clasificacion que
recibiria es de un queso duro o extraduro y madurado, de acuerdo con la
informacién que se reporta en la norma CODEX-STAN-A-006-1978 (Norma
General para el Queso), mostrada en la Tabla 2, y de acuerdo a los valores de la

Tabla 3, el queso se clasifica como duro o extraduro y semigraso.

Tabla 2. Clasificacién del queso segin su composicion de humedad vy tipo de

maduracién®
Segun su consistencia: Término 1 Segun las principales caracteristicas
HSMG % Denominacion de maduracién: Término 2
< 51 Extraduro Madurado
49 - 56 Duro Madurado por mohos
54 - 69 Firme / Semiduro No madurado / Fresco
> 67 Blando En salmuera




Tabla 3. Clasificacién de los quesos segin su composicién’’

Tino de Humedad en Grasa de la
'3950 sustancia libre de materia seca Descripcién
a grasa (%) (%)
Extraduro <51 > 60 Queso muy graso
Duro 49-55 245 - <60 Queso de leche entera
Semigraso 53-63 225-<45 Queso semigrasa
Semiblando 61-68 210-<25 Queso magro
Queso de leche
Blando > 61 =10 desnatada

Por otro lado los quesos pueden clasificarse también de acuerdo a la textura que
presenten, el contenido de humedad, el agente de maduracién y el método de
' elaboraclén. Siguiendo este esquema de clasificacion, el queso Cotija puede
considerarse como un queso muy duro madurado por bacterias, como se

clasifican el queso Parmesano, el Romano y el Aciago.

3.2 GENERALIDADES DEL QUESO

Un queso se define en general, como un alimento lacteo obtenido por la
coagulacién enzimética de la leche con la subsecuente separacién del suero®. Es
un producto fresco o madurado obtenido por drenaje del suero tras la coagulacion

de la leche”’.

El proceso de elaboracibn de un queso se basa en cinco operaciones
fundamentales comunes: preparacion o estandarizacién de la leche, adicion de
microorganismos iniciadores, coagulacion, desuerado, salado y maduracién®. La

adicidn de cultivos iniciadores o la maduracién no se realizan en la produccién de
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todos los quesos, las varlaciones que pueden darse én cada operacién, el tipo de
leche y los microorganismos involucrados en el proceso son los pardmetros que

definen y generan la diversidad de los productos finales.

La funcién princlpal de las bacterlas que participan al Iniclo del proceso es la
produccién del écido lactico, responsable del sabor &cido caracteristico del queso
fresco y tlene gran imporlancia durante la etapa de coagulacién de la caseina de

la leche, que se debe a la accién de la quimosina y a la acidificacién generada.

El salado desempefia miltiples funciones pues controla el crecimiento y la
actividad microbiana, debido a que la sal incrementa la presién osmdtica en la fase
acuosa del alimento, con lo que causa la deshidrataciébn de las células
bacterlanas, y asf las elimina o por lo menos previene su crecimiento™®. Reduce la
actividad del agua (aw), confrola la velocidad de protedlisis de las caseinas, y
regula las modificaclones fisicoquimicas en las protefnas del queso. La sal,
ademas de impartir sabor, impide un crecimiento excesivo de las bacterias

iniciadoras y provoca el desacoplamiento de la fermentacion de la lactosa'.

La maduraciébn del queso consiste en el almacenamiento del queso en
condiciones controladas de tiempo, tempeératura y humedad durante las que se
desarrolla la consistencia, ol sabor y textura caracteristicos de cada tipo de
queso’. Los microorganismos involucrados en la maduracion contribuyen a
desarrollar algunos de fos compuestos que son responsables del sabor, ya que

sintetizan y liberan enzimas proteoliticas y lipoliticas extracelulares importantes
13



durante el proceso de maduracién del queso'. El grado de maduracién esté

directamente relacionado con el contenido de humedad del queso e inversamente

relacionado con el contenido de sal*2.

Los principales factores que controlan el crecimiento de microorganismos en el

queso son’?:

a)

La actividad acuosa (aw): que expresa la cantidad de agua disponible para
participar en diversas reacciones (relacién entre la presién de vapor del agua
del alimento (p) y la del agua pura (p,) a la misma temperatura)”. La mayorfa
de las bacterias requieren un valor de un a, alrededor de 0.92 como minimo
para crecer; el limite de la mayoria de las levaduras es cercano a 0.83,
aunque las osmdfilas llegan a crecer a valores por debajo de 0.6; mientras
gue los mohos prasentan un limite mas bajo, alrededor de 0.75. Las bacterias

acido-lacticas (BAL) generalmente crecen a valores minimos mayoras

bacterias (entre 0.93 y 0.96) que otras bacterias (entre 0.95 y 0.99) ™ 2% 32,

La concentracion de sal: que como se menciond anteriormente, tiene un
mayor efecto inhibitorio provocado probablemente por la reduccion en el ay,

que ocurre cuando la sal se disuelve en el agua del alimento.*?

El potenclal de éxido-reducclén (E.): que indica la capacidad de un
sistema quimico o bloquimico para oxidarse (perder electrones) o reducirse
(ganar electrones); un valor positivo indica un estado oxidado mientras que

un valor negativo indica un estado reducido®. Puede ser utllizado para
14



d)

especificar el ambiente en que un microorganismo es capaz de generar
energla y sintetizar nuevas células sin recurrir al oxigeno molecular'®. Los
microorganismos aerobios necesitan valores redox positivos (300 mV) para
cracer mientras que los anaerobios frecuentemente requieren valores redox

negativos (400 mv)' 27,100

El pH, o potencial de hidrégeno: que representa la concentracidn de lones de
hidrégeno. El pH de un alimento es uno de los principales factores que

determinan la supervivencla y el crecimiento de los microorganismos durante

su procesado, almacenaje y distribucién. Como el efecto de algunos otros

factores depende en parte del pH, es a veces dificil separar el efecito del pH
por si mismo y el de otros factores influidos por él. Asi por ejemplo, los
microorganismos se ven afectados por el nivel de iones H* libres (el pH por sl
mismo)?°. Se ha comprobado que, aunque la adicién de &cidos fuertes tiene
un efecto mas intenso én el pH, al mismo pH son menos inhibidores que los
4cidos débiles'. La inhibicibn microbiana de los 4cidos débiles es
consacuencia no s6lo de la creacion de una elevada concentracion de
protones extracelulares, sino también de la concentracién de 4cido no
disociado’, la cual a su vez depende del pH?. Algunos 4cidos débiles (4cldo
acético o lactico, por ejemplo) se metabolizan dentro de la célula bacterlana,
y liberan lones H*, que acldifican el interior de la célula hasta alcanzar niveles
inhibitorios®, en ciertos casos. Algunos microorganismos han evolucionado

para crecer mejor a bajos o a altos valores de pH*’, de modo que los cambios

en éste afectan de diferente manera a cada microorganismo. Los valores
15



bajos de pH pueden ayudar en la conservacion de los alimentos de dos
maneras: directamente, al inhibir el crecimiento microbiano, e indiractamente,
a base de disminulr la resistencia al calor de los microorganismos, en los

alimentos que vayan a ser tratados térmicamente®’.

e) la temperatura de maduraclén: determinada por dos necesidades opuestas
—la necesidad de controlar la descomposicién potencial del queso y el
cracimlento de microorganismos patégenos, asi como la necesidad de
promover las reacciones de maduracion y el crecimiento de la micrablota
benéfica. Temperaturas altas promueven una maduracién rdpida pero
también permiten ia aceleracién de la descomposicién y el crecimiento de

patégenos.®

Durante la maduracidn se generan cambios bioguimicos primarios que consisten
en fendmenos de glictlisis, protedlisis y lipdlisis', que si se controlan
adecuadamente resultan en la produccién de los sabores y texturas caracteristicos
y deseados para cada variedad de queso™. Estos cambios se deben a numerosas
reacciones metabdlicas entre las que estan la desaminacién, transaminacion,

descarboxilaclin, desulfuracién, la L-oxidacion y la esterificacién (Figura 3).



Glicdllsis Lipolisis Protedlisis

Figura 3. RUTAS BIOQUIMICAS DURANTE LA MADURACION DE UN QUESO™®
Sombreados en naranja se muestran los compuestos que Imparten sabor y olor.

Los agentes Involucrados en la maduracién del queso son enzimas derlvadas dsl
cuajo, enzimas propias de la leche y las enzimas provenientes de los cultivos
Iniciadores y secundarlos o NSLAB (bacterias acido ldcticas no Inicladoras, siglas
on inglés: Non Starter Lactic Acid Bacterla). El cultlvo iniciador lactico alcanza su
maximo crecimiento en las primeras semanas; las células dejan de crecer y
lentamente son autolisadas por sus propias enzimas hidroliticas, y los productos

de tales reacclones son empleados por las NSLAB.
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3.3 BACTERIAS LACTICAS. SU IMPORTANCIA Y FUNCION EN LOS ALIMENTOS
3.3.1 Generalldades

Las bacterias lacticas son los principales microorganismos que paricipan en la
elaboracién del queso’®. En general se describen como bacterias Gram positivas,
no méviles, no esporuladas, no pigmentadas, catalasa, reductasa y oxidasa
negativas y no reducen nitratos, pueden ser cocos o bacllos y se caracterizan por
producir &cido l4ctico™ ®, Son anaeroblas pero aerotolerantes y requieren de

numerosos factores de crecimiento® 34 &9,

Se clasifican actualmente®® en los géneros Aerococcus, Alloicococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera,  Leuconostoc, Qenococcus,  Pediococcus,
Streptococcus,  Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella, el género
Bifidobacterium se ha considerado como.una bacteria 4cido lactica y comparte
algunas de las caracteristicas tipicas, sin embargo no estda relacionado

filogenéticamente.

3.3.2 Actividad de las BAL

El metabolismo de azicares de las BAL se lleva a cabo por dos vias diferentes y
lag divide en dos grupos: homolacticas y heterolacticas. La Gilucélisis (Via de
Embden-Meyerhof) resulta casi exclusivamenta en la produccion de 4cido lactico
como producto final bajo condiciones estidndares y es nombrada como

fermeantacion homolactica. La ruta de la 6-fostogluconatoffosfocetolasa rosulta en



cantidades significativas de otros productos finales como etanol, acido acético y

CO, ademés de acido l4ctico y se denomina fermentaci6n heterolactica. > 3 &9 84

Pueden producir compuestos aroméaticos (carbonilos y alcoholes) importantes
para el sabor de los quesos, y algunas producen diacetilo y acetoina a partir de
citrato en presencia de azlcares. Poseen proteasas extracelulares y ligadas a la
pared celular, que pueden hidrolizar parcialmente la caseina en péptidos
asimilables, que son degradados subsecusntemente por peptidasas de la
membrana y el citoplasma. Sus enzimas proteoliticas son liberadas al queso por

lisis celular, y esto influye directamente en el sabor del queso.*

El aroma, sabor y la textura de los alimentos lacteos fermentados se debe,
parcialmente, al crecimiento de las bacterlas lacticas, que al metabolizar los
carbohidratos generan algunos de los sigulentes compuestos que aportan varias
caracteristicas en los quesos™:

» Acido acético
» Acetaldehido
» Acldo L4ctico

» Etanol
» Diacstilo

La actividad de las bacterias lacticas limita y en ocasiones inhibe el crecimiento
de otras bacterias, como las patdgenas, tanto por efecto de la disminucién en el
pH como por clertas sustancias inhibitorias' ~dcldos organicos, peréxido de

hidrogeno, diacetilo, dioxido de carbono, bacteriocinas (nisina, pediocina, etc.) y
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productos secundarios como hipotiocianato® y sustanclas de bajo peso molecular
(reuterina y &cido piroglutdmico o PCA)-, producidas por algunas especies. El
fenémeno de inhibiciobn puede incluir uno 0 muchos mecanismos de los ya
mencionados, incluyendo competencia nutricional. Los efectos inhibidores
dependen de la naturaleza de la microbiota, de las cepas contaminantes a inhibir,

las proporciones relativas de las bacterias presentes y las condiciones de cultivo'®.

Las bacteriocinas son compuestos de naturaleza protefnica y poseen actividad
antimicrobiana, son eficaces agentes bactericidas contra las bacterlas Gram-
_ positivas'* 3. Son producidas por muchas especles bacterianas que han generado
un gran interés en su investigacién, debido principalmente é las caracterfsticas de
antagonismo que han presentado éstos contra microorganismos patégenos
presentes en alimentos, a la demanda de los consumidores por la produccion de
alimantos menos procesados, y a la bio-conservacion, es decir, 6l uso de bacterias
lacticas, sus productos metabdlicos 0 ambos, para mejorar la seguridad y calidad

de los alimentos que generalmente no son fermentados®'.

El crecimionto y actividad de las bacterias acido-lacticas a menudo se ven
estimulados por la creacién de condiciones selectivas (valores bajos de Ep, aw, pH,
temperatura; bajo contenido de azucares y altas concentraciones de sal) que
retardan el crecimiento y actividad de muchos organismos alterantes, por lo que

aumentan la establlidad del alimento'.
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La relevancia de estas bacterias se reconoce desde que se sabe de su

participacion en la acidificacién de los alimentos. De modo que ha sido necesario

incrementar el conocimiento sobre su metabolismo e utilizacidén de nutrientes a

manera de lograr un mayor control de 10s procesos que las involucran,

Los procesos tecnolégicos han progresado y han hecho mayor la mecanizacién,

incrementado el tamafho de la produccién y disminuido los tiempos de proceso.

Todas estas acciones en la industria 1actea se reflejan en una enorme demanda

de cultivos iniciadores, ademas de un mayor conocimiento en la actividad,

estabilidad, calidad y resistencia de las BAL. La importancia biotecnologica de

estos microorganismos es muy amplia y estd estrechamente ligada a su

actividad®:

-

v
~

¥

¥

¥

Produccién de acidez

Actividad proteolitica (proteinasas, peptidasas)
Aportan sabor y aromas

Formacién de exopolisacéridos

Produccién de componenies inhibidores

Efecto probidtico

Y su aplicacién se emplea no sb6lo en la industria lactea, también en la

transformacion de los productos vegetales y cérnicos.
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3.3.3 BAL reportadas en alimentos artesanales

Se sabe que las BAL, en particular los lactobacilos, juegan un papel importante
en los procesos de preservacién y fermentacién de la carne. Su habilidad para
disminuir e pH y producir bacteriocinas previene el crecimiento de patdgenos y la
descomposicién por microorganismos, mejorando la calidad higiénica y la
conservacion de productos carnicos. Ademas contribuyen al color y textura,

desarrollados principalmente mediante su capacidad acidificante.

Al estudiar la microbiota paricipante en la fermentacién artesanal de
salchichas deshidratadas producidas en Argentina se observé que la poblacion
microblana de BAL durante la fermentacién estaba dominada por Lactobacilius
sakei y Lactobacillus plantarum y L. curvatus (55%, 40% y 5%,
respactivamente).se identificé6 ademds la presencia de Staphylococcus
saprophyticus, representando a la especie dominante de micrococcos, ademas de
S. sciuri, 5. equorum, S. epidermidis, y S. pulvereri También se encontré la

presencia de Enterococcus faecium, E. faecalis y P. acidilacticl®

La leche fermentada fradicional de la comunidad Maasal en Kenia es el "kule
naoto” y de este producto se aislaron cepas de BAL para ser caracterizadas
fenotipicamente por su capacidad de fermentar distintos carbohidratos junto con
otras pruebas bioquimicas. La microflora predominante en las muestras
estudiadas pertenecié al género Lactobacillus, seguidos por Enterococcus,

Lactococcus y Leuconostoc.””
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En un estudio realizado por Madrau, Mangia et. al®® se llevé a cabo el
aislamiento e identificacién de las BAL en leche de ovaja cruda y en el tradicional
queso Pecorino Sardo, y encontraron que la microbiota se componia de diferentes
especies: Lactococcus laclis subsp. lactis, Lactobacillus casel subsp. casei,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus brevis, Streptococcus thermophilus 'y

Enterococcus spp.

Al estudiar la poblaciéon bacteriana natural empleada en la produccién del queso
Toma piemontese (un queso protegido por la denominacién de origen, producido
en Piadmont, al norte de Italia), con el fin de obtener informaclén acerca de las _
BAL-involucradas en la fermentacion tradicional de este queso®, se analizaron
muestras de la cuajada y de los quesos. Se encontraron un total de 116 cepas de
cocos y 11 lactobacilos. Se identificaron molecularmente y se observé que un 67%
de los cocos aislados correspondian a cepas de Lactococcus lactis y Lactococcus
garvieae, por otro lado se aislaron también enterococcos, principalmente de las
muestras de queso (y constituyeron un 16% de los cocos aislados), junto con
cepas de Streptococcus macedonicus y S. thermophilus, éste Gltimo en una
cantidad menor. Los lactobacilos (principalmente L. paracasel) se detectaron en

pocas muestras y su incidencia fue muy baja.'

En un reporte sobre la diversidad bacteriana presente en un tradiclonal queso
blanco y suave de Marruecos, producido en ocho diferentes regiones de este pals,
se encontré que la mayoria de las cepas aisladas pertenecieron a los géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostocy Enterococcus.®
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El queso artesanal Pecorino Siciliano se estudié para conocer la diversidad
bacteriana y su dinamica; al identificar a las cepas aigladas se encontr6 la
presencla de Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Enterococcus

faecalis y Leuconostoc mesenteroides.®

El queso Tetilla es elaborado con leche de vaca cruda y se produce en Galicia,
al noroeste de Espafa. Se realizd la identificacion de los principales grupos
microbianos de interés tecnoldgico y fueron caracterizados, encontrando un 39.8%
de Enterococcus, 19% de Lactococcus, 12.3% de Lactobacillus, 8% de

Micrococcus y 7.6% de Leuconostoc.®®

3.4 MICROORGANISMOS COLIFORMES

El grupo coliforme agrupa a todas las bacterlas entéricas que se caracterizan por
tener las siguientes propiedades bioguimicas: ser aerobias o anaerobias
facultativas; ser bacilos Gram negativos; ser oxidasa negativos; no ser
esporégenas; fermentar la lactosa a 35 °C en 48 horas, produciendo acido lactico
y gas. Hay cuatro géneros que representan a la familia de las enterobacterias:

Citrobacter, Enterobacter, Escherichiay Klebsiella.*?

Las bacterias de este grupo se encuentran principalmente en al intestino de los
humanos y de los animales de sangre caliente, pero también ampliamente
distribuidas en la naturaleza, especialmente en suelos, semillas y productos

vegetales.*
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Los coliformes se introducen en gran nimero al medio ambiente por las heces

de humanos y animales. Por tal motivo suele deducirse que la mayoria de los

coliformes que se encuentran en el ambiente son de origen fecal. Sin embargo,

axisten muchos coliformes de vida libre."?

Estos microorganismos pueden llegar a la leche por la contaminacion tanto por

los pelos y otras impurezas procedentes de la piel del animal durante la ordefia'®,

como por el aire, polvo o agua®. Ei estiércol es la principal fuente de

enterobacterias que contaminan la leche, sin embargo, su presencia no se debe

obligatorlamente a una contaminacion fecal'®. Su desarrollo dependera de los

siguientes factores

13, 34,

Cuentas totales de microorganismos presentes en la leche.

Condiciones de almacenamiento de la leche, previas a la produccién de
queso.

Intensidad de la pasteurizacion (de llevarse a cabo).

Niveles de recontaminacion por equipos, personal, etc.

Actividad de las bacterias lacticas: rapidez en la reduccion del pH, pH y
cantidad de Acido lactico finales, capacidad de producir sustancias
inhibitorias; por ejemplo: acldo férmico, peréxido de hidrégeno, diacetilo y
antibiéticos.

Las temperaturas de procesamiento, maduracién y almacenamiento del

queso. ¥

En muchos casos la determinacién de coliformes se ha empleado porque se

les considera como indicadores de microorganismos patégenos®,



CAPITULO 4. HIPOTES!S

Como resultado del crecimiento y la actividad de bacterias lacticas durante la
etapa de maduracién del queso se producen acido lactico y algunas sustancias
inhibitarlas que atectan el crecimiento de otros microorganismos. La presencia de
coliformes se ve afectada por factores como la acidez y el pH. Por lo que se
espera que la cuenta de microorganismos coliformes disminuya conforme
transcurra la maduraciéon. Se considera la cuenta de coliformes como un indicador

de posibles patdgenos presentes en el queso.

Las BAL por identificar podrian ser pertenecientes a los géneros reportados con
anterioridad encontrados en otros quesos artesanales elaborados con leche cruda,
especialmente de los géneros Lactobacilus, Enterococcus, lLactococcus y

Leuconostoc.
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CAPITULO 5. METODOLOGIA

5.1 DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

R

e

Figura 4. DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Estos analisis se reallzaron durante cinco tiempos diferentes de la etapa de
maduracion del queso, entre las 3 semanas y los 3 meses de su elaboracién (ver
Tabla 5), con el fin de comparar los resultados de cada periodo y observar la

dinamica de las poblaciones microblanas.

5.2 MuESTRAS
Lag piezas de gqueso se compraron en los respectivos lugares de origen (ver

Tabla 4) y se trasladaron en una hlelera a la Ciudad de México, en donde se
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acondiciond un cuarto para que se llevara a cabo la maduracién de los quesos.

Durante la maduracién se realiza el “oreado” del queso, que consiste en limplarlo y

voltearlo, asf que se simularon estas condiciones. La toma de cada muestra se

hizo con un cuchillo esterilizado, se tomaron porclones reprasentativas (ver Anexo

1), se Introdujo en una bolsa estéril con clerre (ziploc) y se almacené en

congelacién a una temperatura de -20°C, para ser analizada posteriormente.

Tabla 4. Muestras

NOmero de Muestra y procedencia del Tipo Fecha de
queso Elaboracion
1) Rancheria “La Tinaja", Michoacén. Anrtesanal 28 " julio - 2005
2) Poblaclén de Cotija, Michoacén. Semi-industrial 1 ' agosto - 2005
3) Santa Marfa del Oro, Jalisco. Artesanal 3 - agosto - 2005

Las fechas de muestreo durante la maduracion se presentan a continuacién, con

la correspondlente relacion de los dias transcurridos desde la elaboracion de cada

queso.

Tabla 5. Muestreos durante la maduracién de los quesos

Tiempo Fecha de Dias de maduracién
Muestreo Queso 1 | Queso 2 | Queso 3
to 18-08-05 20 17 15
t 05-09-05 38 35 33
t2 25-09-05 58 55 53
ta 15-10-05 78 75 73
ta 07-11-05 101 98 96
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Para el aislamiento e identificacién de las BAL se emplearon Unicamente las

muestras al tiempo 3 de los gquesos 1 y 2, reconocidas como Regidn de Origen.

5.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO

La experimentacidn se dividié en dos etapas, inicialmente se estudio la dinamica
de las poblaciones microbianas en la que se realizé un andlisis microbiolé6gico
general y la cuantificaciéon de las BAL en el medio selectivo MRS. En la segunda
etapa se realizd el aislamiento de las BAL en distintos medios de cultivo
selectivos, para posteriormente lograr su identificacién mediante el uso de técnicas

~ de microbiologfa tradicional.

Durante todas las etapas del andlisis microblolégico se trabajé en una campana
de flujo laminar vertical, Nivel | de Seguridad [Industrias Adler S.A. de C.V., No. de
serig: FLS/S).

5.3.1 Preparacion de las Muestras
Técnica empleada: La descrita en la Norma Oficlal Mexicana NOM-110-SSA1-
1994°" referente a la preparacién y dilucion de muestras de alimentos para su

andlisis microbiolégico.

Fundamento: Se basa en la preparacion de diluciones primarias, para obtener
una distribucion lo mas uniforme posible de los microorganismos presentes en la

porcion de muestra.
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E! material, reactivos, aparatos e Instrumentos utilizados, asfi como el

procedimiento de la técnica se mencionan a detalle en el Anexo 2.

5.3.2 DInamica de Poblaciones Microblanas

Las muestras se procesaron como se menciond anteriormente para analizar su
calidad microbiolégica en cuanto a la presencia de meséfilos aerobios, coliformes
totales, mohos y levaduras. Con las mismas muestrag preparadas se realizé la
cuantificacién de las bacterias lacticas en el medio de cultivo selectivo de Man

Rogosa Sharpe (MRS).

5.3.2.1 Pruebas Microbioldgicas Generales
5.3.2.1.1 Determinacién de mesofilos aerobios.
Técnica empleada: Método de cuenta en placa, de acuerdo a la descripcion de la

Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-19945¢,

Fundamento: La técnica consiste en contar las colonias que se desarrollan en el
medio de eleccién después de un cierto tlempo y temperatura de incubacién, y se
presupone que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo
estudio. El método admite numerosas fuentes de variacién, algunas de ellas
controlables, pero sujetas a la influencia de varlos factores (la varledad de
especies y tipos diferenciables por sus neceslidades nutricionales, temperatura
requerida para su crecimiento, oxfgeno disponible, etc.). Dichos factores hacen

que el nimero de colonias contadas constituyan una estimacion de la cifra
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realmente presente y la misma refleja si el manejo sanitario del producto ha sido el

adecuado®.

Informe de la Prueba: Se reporté como: UFC/g, de bacterlas mesdfilas aerobias
en placa en agar tripiona extraclo de levadura 0 agar para cuenta estandar,

incubadas por 48 horas a 379C.

El material, reactivos, aparatos e instrumentos utilizados, el procedimiento de la
técnica, asi como el calculo y expresién de los resultados se mencionan a detalle

en el Anexo 3.

5.3.2.1.2 Determinacién de mohos y levaduras.
Técnica empleada: Método para la cuantificacion de mohos y levaduras en
alimentos, de acuerdo a la descripcion de la Norma Oficial Mexicana NOM-111-

SSA1-1994 92

Fundamento:. El método se basa en inocular una cantidad conocida de muestra
de prueba en un medio selectivo especifico (agar papa — dextrosa), acidificado a
un pH de 3.5 e incubado a una temperatura de 25 1 1°C, lo que da como resultado

el crecimiento de colonias caracteristicas para este tipo de microorganismos.

El material, reactivos, aparatos e instrumentos utilizados, el procedimiento de la
técnica, asi como el calculo y expresion de los resultados se mencionan a detalle

en el Anexo 4.



Informe de Ia Prueba. Se reporté como: UFC/g, de levaduras (o mohos) en placa

en agar papa dextrosa acidificado, incubadas a 21 + 1°C durante 5 dfas.

5.3.2.1.3 Determinaci6én de coliformes totales
Técnica empleada: Técnica del nimero mas probable para la determinacién de
coliformes totales, de acuerdo a la descripcién de la Norma Oficial Mexicana

NOM-112-SSA1-1994.%

Fundamento: El método se basa en gque las bacterias collformes fermentan la
lactosa incubadas a 35 * 1°C durante 24 a 48 horas, con la consiguiente
produccién de Acidos y gas el cual se manifiesta en las campanas de

fermentacién.

El material, reactivos, aparatos e instrumentos utilizados, el procedimiento de la
técnica, asi como el célculo y expresion de los resultados se mencionan a detalle

en el Anexo 5.
Informe de la Prueba: Se reporté como: NMP/g, de coliformes totales, incubados

por 48 horas a 37 = 2°C.

5.3.2.2 Cuantificacion General de Bacterias Acido Lacticas
Técnica empleada: De acuerdo a la metodologia descrita en “The OXOID

Manual" 8,
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Fundamento: El agar MRS es un medio de propdsito general para la
cuantificacién de lactobacilos®. La formulacién MRS fue desarrollada por Man J.
C.. Rogosa M. y Sharpe M. Elizabeth (1969), con el fin de contar con un medio
que promoviera un buen crecimiento de las bacterlas Acido lacticas, en general.
Este medio proporciona un crecimiento mas profuso de todas las cepas de
lactobacilos, especialmente de aquellas que crecen lenta y diffcilmente como
algunas cepas de L. brevis y L. fermenti. Los géneros que pueden desarrollarse
son: Lactobacillos, Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc. Su crecimiento se
ve favorecido considerablemente mediante condiciones de microaerofilia. Se
puede hacer mas selectivo mediante un ajuste en el pH, ya que los lactobacilos
toleraran mas bajos niveles de pH que los aestreptococos (pH 5.0 - 6.5), y los
pediococos y leuconostoc crecen mejor dentro de este rango. Los lactobacilos son
microaerdfilos y generalmente requieren de una sobrecapa de agar para ser
cultivados en condiciones aerbbicas en medio sélido. Las colonias inmersas en el
agar y las superficiales pueden ser compactas o irregulares, y son pequenas,

opacas y blancas %7

La técnica consiste en contar las colonias que presenten las caracteristicas
morfolbgicas correspondientes a las antes mencionadas, que se desarrollan en el
madio selectivo MRS después de un cierto lempo y temperatura de Incubacién, se
consldera que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo

estudio ¥ 7°.
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El material, reactivos, aparatos e instrumentos utilizados, el procedimiento de la
técnica, asf como el célculo y expresitn de los resultados se mencionan a detalle

on el Anexo 6.

Informe de la Prueba: Se reporté como: UFC/g, de bacterias 4cido lacticas en

agar MRS, incubadas por 48 horas a 29 1 2°C; gram positivo, catalasa negativo.

5.3.3 Alslamlento, Cuantificacién e Identificacién de Bacterlas Acido Lacticas
5.3.3.1 Alslamiento Selectivo y Cuantificacién de Bacterias Acido Lacticas
Se usaron s6lo dos de las fres piezas de queso Cotija, por ser ambas

consideradas Region de Qrigen.

Las muestras se procesaron para aislar las bacterias lacticas al utllizar tres
medios de cultivo selectivo (MRS, KAA y LM17) bajo 6 distintas condicionas de

incubacién en total {ver Figura 5).

Técnica empleada: De acuerdo a la metodologia descrita para aislar y cuantificar
BAL por Randazzo et. al.®®, también con la informacién publicada en el
“Fundamentals of cheese science™ y con las indicaciones del proveedor
mencionadas en “The OXOID Manual’ ™. Se emplearon los medios selectivos

KAA, MRS y LM17 bajo distintas condiciones (Figura 5).
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Figura 5. DIAGRAMA DEL AISLAMIENTO SELECTIVO DE BAL

i culi ra el ai ian ee. lveg;
Agar MRS: su fundamento y composicion se menclonaron anteriormente.

Agar MRS con vancomicina: su fundamento y composicién es igual al anterior,
pero se adiciond vancomicina [US Biological, Lote L4120813] en una relacion
de 20 1g por mL de medio, con el objetivo de hacer mayor su selectividad y
favorecer el crecimiento de Leuconostoc.®
Agar MRS a pH 5: su fundamento y composicién es igual que para el medio
MRS normal, pero se acidificé con una solucién de Acido clorhidrico 1N hasta

pH 5.0 antes de ser esterilizado.
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> Agar KAA: (Kanamycin Aesculin Azide). Fundamento: El agar KAA es un medio
selectivo cuando se usa un suplemento de kanamicina y se emplea para el
aislamiento de Enterococcus en alimentos. El sulfato de kanamicina se
adiclona por separado al agar reconstituido. El medio contlene los
componentes inhibitorios selectivos sulfato de kanamicina y azida de sodio.
También contiene un sistema indicador para detectar el crecimiento de
estreptococos hidrolizantes de esculina. Estos microorganismos producen
&reas negras alrededor de las colonias debido a la formacién de compuestos
fendlicos de hierro, derivados de los productos de la hidrélisis de esculina y
Fe?*. Se consideran enterococcos las colonias circulares, blancas o grises con
un didmetro de alrededor de 2 mm, rodeadas de zonas negras de al menos 1

-cm de diametro.37°

Formulacién
INGREDIENTE CANTIDAD
Triptona 200¢g
Extracto de levadura 509
Cloruro de sodio 50¢g
Citrato sédico 1.0¢g
Esculina t1.0g
Citrato de amonio férrico 05¢
Azida de sodio 0.15¢g
Agar 10.0g
Agua destilada 500 mL
1 vial de suplemento de Kanamicina SR92
[Oxoid Lote 373788] 0.01g

36



» Agar LM17: Se recomienda su uso para favorecer el crecimiento y

cuantificacion de Estreptococcus lacticos y sus bacteridfagos. Fundamento: los

estreptococos lacticos son probleméticos nutricionalmente y requieren medios

complejos para su Optimo crecimlento. Su naturaleza homofermentativa

productora de aclidez requiere que el medio esté blen amortiguado para que el

pH dei cultivo se mantenga por arriba de 5.7 durante el crecimiento activo. Esta

ostabilidad en el pH as importante porque un pH menor puede ocasionar dafo

y reducir la recuperacion de los estreptococcos lacticos. El agar LM17 contiene

glicerofostato disédico, el cual tiene suficiente capacidad amortiguadora para

mantener el pH arriba de 5.7 en los cultivos en crecimiento activo, incluso

después de 24 horas a 30 °C."®

Formulacion
INGREDIENTE CANTIDAD
Triptona 509
Peptona de Soya 50¢
Digerido de carne 50¢g
Extracto de levadura 25g
Acido ascérbico 05g
Sulfato de magnesio 0.25¢9
Glicerofostato disédico 19.0g
Agar 11.0¢
Agua destilada 950 mL
Solucion estéril de 50 mL

lactosa al 1%




Condiclones de aireacion:

A

‘.‘

Aeroblosis: Consiste en usar el oxigeno para oxidacién del sustrato (por
ejemplo azicares para obtener energia). Se colocaron las cajas inoculadas y
tapadas en posicién invertida dentro de la incubadora.

Microaerofilia: Esta hace referencia a las condiciones de baja y estricta
concentracion de oxigeno que requieren determinados organismos para su
desarrollo

Se la utiliza para el cultvo de bacterias que requieren de bajas
concentraciones de oxigeno para su desarrollo. Se vertié una capa de unos 2 0
3 mm de agar, a una temperatura aproximada de 38 a 40°C aun fundido, sobre
las cajas inoculadas para generar las condiciones de microaerofilia.
Anaerobiosis: Los organismos anaeroblos utilizan la respiracion anaerobia,
méas comunmente llamada fermentacién, para obtener energia quimica. Un
organismo anaerobio facultativo es el que crece tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno; pueden ser aerotolerantes: aunque pueden crecer an
presencia de oxigeno, no pueden utilizarlo, sino que obtienen energfa
exclusivamente por fermentacion; y anaeroblos facultativos: pueden obtener
energia tanto por respiracion (en presencia de oxigeno), como por
fermentacién (en ausencia de oxigeno). Se colocaron las cajas inoculadas
tapadas dentro de una jarra de anaerobiosis y luego se Introdujeron a la

incubadora.
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El material, aparatos e instrumentos utilizados, el procedimiento de la técnica,
asi como el cllculo y expresion de los resultados se mencionan a detalle en el

Anexo 7.

Informe de la Prueba; Se reporté como: UFC/g, de bacterlas acido — lacticas en

cada uno de los agares bajo las distintas condiciones.

5.3.3.2 Seleccién y Purificacion de Cepas
Ya cuantificadas las BAL aisladas en los distintos medios de cultivo selectivo se
procedié a su seleccién y purificaclén por medio de resiembras en los agares

correspondientes.

El matarial, aparatos e instrumentos utilizados, asi como el procedimiento de la

técnica se mencionan a detalle en el Anexo 8.

5.3.3.3 Conservacién de Cepas Seleccionadas en Perlas de Vidrio Perforadas
(Chaquiras)
Una vez comprobada la pureza de las cepas alsladas se procesaron para lograr

su conservacion en chaguiras,

Técnica empleada: Se adaptd la metodologla descrita por R. K. A. Feltham, et.

|43

al.?y D. Jones et. al.** como se explica en al Anexo 9.

Fundamento: El método se basa en el uso de un crioprotector para mantener en

congelacién una suspensién de bacterlas en chaquiras dentro de un vial. La
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técnica permite remover chaquiras individuales sin tener que descongelar toda la

muestra. La recuperacién de! cultivo es rapida.

E! material, aparatos e Instrumentos utilizados, asl como el procedimiento de la

técnica se menclonan a detalle en el Anexo 9.

5.3.3.4 Identificacion Bioguimica de las Bacterias Acido Léacticas Selecclonadas
Para realizar la identificacién bioquimica de las BAL se seleccionaron 14 de las
copas ya consorvadas en chaquiras, 7 de las cuales ya hablan sido secuenciadas

como parte de ofra investigacién®” en el grupo de trabajo. (Anexo 18)

La seleccion de las 7 no secuenciadas se bas6é en las caracterfsticas
morfolégicas observadas tanto en el agar como al microscopio, ademds de
presentar una prueba de catalasa negativa y tinclén Gram positiva. En la seccién
de resultados 6.1.4 se presenta la Tabla 10 en donde se muestran las cepas

seleccionadas y sus caracteristicas.

La seleccion de las pruebas bioquimicas realizadas, para la identificacién de la
mayoria de las cepas seleccionadas, se basd en el trabajo publicado por Manero y

Blanch®

, en donde se propone una clave de identificacion para enterococcos
mediante diversas pruebas bioguimicas. Se realizd entonces el patrdn de
degradacién de carbohidratos y se observd el crecimiento de algunas cepas en

agar BHI.
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5.3.3.4.1 Patron de fermentacién de carbohidratos

Técnica empleada. Se utilizd el sistema APl 50 CH para conocer el patrén de
degradacion de carbohidratos. Las pruebas se llevaron a cabo de acuerdo a las
instrucclones del proveedor, y los resultados se leyeron a las 24 y 48 horas de
incubacién a las temperaturas adecuadas para cada cepa. Se utilizé el software de

identificacién correspondiente para la identificacién de algunas de las cepas.

Fundamento: El método esta destinado a la Identificacidn del genero Lactobacillus
y microorganismos proximos. Se usa el medio de cultivo 50 CHL que se presenta
listo para su empleo y permite realizar el estudio de fermentacién de los 49
azicares de la galerfa APl 50 CH, due esta compuesta por 50 microtubos con
ensayos bioquimicos destinados al estudio del metabolismo de los hidratos de
carbono en los microorganismos. Se pone en suspension el microorganismo a
estudiar en el medio y después se inocula en cada microtubo de la galerfa, con lo
que se rehidratan los substratos, pertenecientes a la familia de los hidratos de
carbono y derivados (heterdsidos, polialcoholes, acidos ur6nicos). Durante la
incubacion, el catabolismo de los glicidos llevado a cabo en anasrobiosis produce
acidos organicos que hacen virar el indicador del pH. El primer tubo sin principio
activo, sirve como testigo negativo. Los resultados obtenidos constituyen el perfil
biogquimico y permiten la identificacion del microorganismo con la ayuda del

programa informatico de identificacién APILAB Plus V.3.3.
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El material, reactivos, medios de cultivo, aparatos e instrumentos utilizados, asi
como el procedimiento de la técnica y la expresion de los resultados se mencionan

a detalle en el Anexo 10.

Informe de la Prueba: Para el caso de las cepas con apariencia de bacilos el
rasultado del sistema informéatico se reporté como % de identificacion con la cepa
asignada. Para las cepas con morfologia de cocos el resultado de cada prueba

individual se informa como positivo o negativo.

5.3.3.4.2 Crecimiento en Agar Infusién Cerebro Corazén (BHI)

Tacnica empleada: Se realizd el crecimiento en agar BHI de.las cepas que
preseniaban la morfologia de cocos al microscopio y ademés habian crecido
praeviamente en agar KAA con la formacion de halos negros alrededor de las

colonlas de color gris.

Fundamento: El empleo de agar BHI en esta prueba es para diferenciar entre las
cepas que presenten colonias con pigmentacién amarilla de las cepas que no lo
hagan®. El agar BHI es un medio muy rico en nutrientes, que proporciona un
adecuado desarrollo microbiano. La infusién de cerebro de ternera, la infusion de
corazoén vacuno y la peptona, son la fuente de carbono, nitrégeno, y vitaminas. La
glucosa es el hidrato de carbono fermentable, el cloruro de sodio mantiene el
balance osmotico y el fostato disédico otorga capacidad buffer. El agar es el
agente solidificante. El agar cerebro corazén mantiene los mismos principios que

el caldo para el cultivo de estreptococos y otras bacterias exigentes.”
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Formulacién

INGREDIENTE CANTIDAD
Infusion de cerebro de becerro 1259
Infusién de corazén de ternera 5.09
Peptona 10.0g
Cloruro de Sodlo 3.09
Glucosa 2.09
Fosfato disédico 259
Agar 10.0g

Agua destilada 1000 mL

El material, aparatos e instrumentos utilizados, asi como al procedimiento de la

técnica y la expresion de los resultados se mencionan a detalle en el Anexo 11.

Informe de la Prueba: Se reponté como cepa pigmento amarillo positivo o
pigmento amarillo negativo en agar BHI incubada durante 24 horas a la

temperatura correspondiente.

5.4 ANnALIsiS Fisicoauimico
Se prepararon las muestras para analizar algunas de sus propiedades

fisicoquimicas: pH, aw y acidez expresada como porcentaje de Acido lactico.

5.4.1 Preparacién de las Muestras

Para reallzar el andlisis fisicoguimico se tomaron porciones de cada una de las
muestras y se acondicionaron a la temperatura amblente. Se fraccionaron las
muestras con el fin de homogenizarlas con ayuda de una espatula y un cuchillo.
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5.4.2 Determinacién de la Actividad Acuosa (aw)

Técnica empleada: Se us6 un higrometro electrénico.

Fundamento: El método se basa en determinar la actividad acuosa de las
muestras, al realizar la lectura durante distintos intervalos. El higrémetro trabaja
con un programa que evalia la desviacién estandar correspondiente a las tres
ultimas lecturas de la muestra. Una vez que la desviacion estandar de las ultimas
tros lecturas de a, de la muestra es menor a 0.005, se considera constante el

valor y se muestra en la pantalla.

El material, aparatos e instrumentos utilizados, asl como el procedimiento de la

técnica y la expresion de los resultados se mencionan a detalle en el Anexo 12,

Informe de la Prueba: Se reporté como el valor de a, calculado por el higrémetro

correspondiente para cada muestra.

5.4.3 Determinacién del pH
Técnica empleada: Metodologia desarrollada con anterioridad en el laboratorio
312% 40 para adecuar el método electrométrico propuesto en la norma mexicana

NMX-F-099-1970% a las caracteristicas de las muestras.

El material, reactivos, aparatos e instrumentos utilizados, asi como el
procedimiento de la técnica y la expresion de los resultados se menclonan a

detalle en el Anexo 13.



Informe de la Prueba: Se reporté como el valor de pH correspondiente para cada

muestra, mostrado en el potenciémetro.

5.4.4 Determinacién de la Acldez como Porcentaje de Acido Lactico

Técnica empleada: Metodologia desarrollada con anterioridad por Verénica
Garcia y Nayeli Hernandez en el laboratorio 312% “°, para adecuar la técnica
correspondiente  descrita en la norma mexicana NMX-F-206-1986% a las

caracteristicas de las muestras.
E! material, reactivos, aparatos e instrumentos utillzados, asi como el
procedimiento de la técnica y la expresion de los resultados se mencionan a

detalle en el Anexo 14,

Informe de la Prueba: Se reporté como el porcentaje de acido lactico (en Base

himeda) correspondiente para cada muestra.

La acldez no se expresd en términos de base seca debido a que la humedad no

se determiné en este astudio.
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CAPITULO 6. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

Se presentan los resultados de la siguiente manera. En la primera etapa del
estudio la dindmica de poblaciones microbianas y el analisis fisicoquimico en el
transcurso de la maduracién durante aproximadamente 100 dfas. En la segunda
etapa del estudio el aislamiento selectivo, la cuantificacién y la identificacion de las

BAL al tiempo 3 (alrededor de 75 dias de maduracién).

6.1 PRIMERA ETAPA
6.1.1 DInamica de Poblaclones Microblanas: Andlisis microbiolégico general

y cuantificacion de BAL.

En las Gréaficas 1, 2 y 3 se presenta la dindmica de poblaciones observada a
través del andlisls microbiol6gico general de las tres plezas de queso analizadas.
En el Anexo 15 se presentan las tablas de datos en donde se muestran las
cuentas microbianas obtenidas tanto para el analisls microbiolégico general, como

para la cuantificaclon general de las BAL.
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El recuento de bacterias aeroblas meséfilas es el utilizado con mayor fracuencla
para Indicar y valorar la calidad de un producto de consumo. Cuentas altas de
estos microorganismos pueden Indicar materlas primas contaminadas,
tratamlentos insatisfactorios o una alteraclén del producto ya muy avanzada.
Ademads, la presencia de un nimero alto de bacterlas meséfilas, que crecen blen a
temperatura corporal o préxima, significa que pueden haberse dado condiciones
favorables para la multiplicacion de mlcroorganlsmos patdgenos. Por esto, este
tipo de recuento suele ser un buen Indicador de inocuidad. Al tratarse de un
allmento artesanal fermentado, elaborado a partir de leche bronca era probable
que la cantidad de mes6fllos aerobios fuera muy alta al inicio de su maduraclén, y

esta presencia se observa claramente en las tres grificas. La numerosa poblacién

(que se mantiene en un orden logaritmico promedio de 6.2 durante la maduracién
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de los tres quesos) muestra correspondencia con la cantidad de BAL, en
ocasiones ambas lineas en la grafica presentan valores similares. Esto podria
indicar que préacticamente la mayorfa de los mesdfilos cuantificados son las

bacterlas lacticas que participan en la maduracién del queso.

Tradicionalmente los collformes se han considerado como indicadores de
contaminacién fecal en razon de que, en los medios acuéticos, los coliformes son
mas resistentes que las bacterias patégenas intestinales y porque su origen es
principalmente fecal. Asimismo, se ha asumido que su nimero es proporcional al
grado de contaminacién fecal; mientras més coliformes se aislan, mayor es la
gravedad de la carga de heces. Los coliformes son una familla de bacterias que se
encuentran comunmente en las plantas, el suelo y los animales, incluyendo a los
humanos, de modo que su presencia en los alimentos es recurrente, pero no
deseable. En este queso en particular era de esperarse una cuenta inicial
considerable, dado que no es sometido a ningun tratamiento térmico durante su
proceso, y se esperaba observar su disminucién durante la maduracion debido a
los cambios fisicoquimicos provocados por la actividad de las BAL. Este
comportamiento se observa claramente en las tres gréficas, después de 60 dias

de maduracién se logra una disminucién mayor al 95% de la poblacion inicial.

En la maduracién de algunos quesos ciertas especies de levaduras y mohos
Juegan un papel muy importante, ya sea en el desarrolio de caracteristicas y
atributos deseables (por ejemplo: Penicillium roqueforti, Pen. Camembert, D.

2

hansenii y Kluyveromyses lactis)'" %, o como contaminantes Indeseables

(Aspergillus nigen”” que ocasionan algunos defectos como el abombado,
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formacién de gas o pigmentos pardos (principalmente alteracion por levaduras?,
por ejemplo: Candida spp, Y. lipolytica™) o una lipblisis excesiva (por exceso del
crecimiento de mohos maduradores’”). Respecto a la poblaclén de levaduras se
observa que la cantidad inicial es elevada (mayor a 3 Logig UFC/g) en los tres
casos, pero la cantidad final presente es diferente para la segunda pieza de queso
en el Gltimo periodo de maduracién evaluado. En las piezas 1y 3 la poblacién
disminuye casi totalmente, pero en la pleza 2 la poblacién aumenta una unidad

logaritmica comparada con la poblacién inicial.

Como se puede observar en la Tabla C (ver Anexo 15), no se encontrd la
presencia de mohos en las piezas de queso analizadas durante los tiempos de
muestreo. Su ausencla puede deberse a gue no estan presentes en la lache con
que se elabora el queso, ya que la leche se fermenta sin la inoculacién intencional
de cultivos especiales, por lo que se esperarla que en su maduracién participe
s6lo la microbiota de la leche y el ambiente correspondients. Estos resultados
indican que los mohos no participan en la maduracién del queso Cotija. Sin
embargo, su ausencia de crecimiento en el agar papa — dextrosa también puede
deberse a que los mohos que podrian estar en el queso requieren de distintas
condiclones para poder desarrollarse (por ejemplo: nutrientes especiales), y no por

@s0 su participacion pudiera ser nula en la maduracion.

La concentraclén de BAL en las tres muestras varia continuamente durante el
transcurso de la maduracién. Este comportamiento podria deberse a que en un
inicio el porcentaje de los tipos de BAL es uno y con el tiempo predominan otros.

La evolucion mostrada en las curvas correspondientes puede explicarse como el
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resultado de la variacibn numérica entre los distintos tipos de bacteriag lacticas
que pudieran estar presentes, y podrian haber proliferado en mayor cantidad unos
que otros, conforme transcurre la maduracién. En la Iteratura se reporta que
dentro de las bacterlas lacticas que participan en la maduracién de distintog
quesos, la proporcion de estreptococos lacticos y lactobacllos varla de acuerdo al
trangcurso de la maduracién, asl como por las condiciones bajo las que ésta se

lleva a cabo®.

6.1.2 ResuLTADOS Figicoauimicos
Los valores obtenidos para cada una de lag determinaciones se muestran en lag

Gréficas 4, 5 y 6. En el Anexo 16 se presenta la tabla con sus datos

correspondlentes.
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6.1.3 COMPARACION DE RESULTADOS FISICOQUIMICOS Y LA CUENTA MICROBIANA

En esta seccién se analizardan una a una las piezas de queso analizadas. A

continuacién se presentan las especificaciones sanitariags menclonadas en las

normas para queso:

Tabla 6. Especificaciones sanitarias para quesos frescos, madurados y

procesados®® ¥,

LIMITE MAXIMO
MICROORGANISMOS
Frescos Madurados Procesados
Coliformes fecales (NMP/g) 100 50 Ausente
Staphylococcus aureus
1000 100 <100
(UFC/g)
Hongos y levaduras (UFC/g) 500 500 40
Salmonellaen 25 g Ausente Ausente Ausente
Listeria monocytogenes en 25
Negativo Negativo Negativo
g
Mesbfilos aerobios . > 1x10°

*No se indica

En general, se observé que durante la maduracién en cada pleza de queso se

pierde humedad, y el desarrollo y actividad microbiana promueven el aumento de
acidez y la disminucién del pH, por lo que se limité el crecimiento de otros
microorganismos, como los coliformes, cuya cantidad disminuye mas de un 95%
con respecto a la cuenta Inicial poco despuss de los 60 dias de haber sido

elaborado el queso.
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6.1.3.1 Queso 1.
Las tendencias de crecimiento para cada poblacion de microorganismos
determinada y los resultados fisicoquimicos durante los distintos tlempos de

muestreo ya se presentaron en las Gréaficas 1y 4.

Mesdfilos aeroblos: Se observa una tendencia negativa en el crecimiento de
este tipo de microorganismos, La cuenta obtenida durante el primer muestreo —
después de 20 dias de ser elaborado el queso- es considerablemente alta (4.9 x
10" UFC/g queo) Y Mayor que los valores obtenidos para los otros dos quesos. La
cuanta obtenida en el Ultimo muestreo —a los 101 dfas de su elaboracion- es
menor a la inicial, sin embargo, se observa que sélo logra disminuir boco méas de
un orden logaritmico: de 7.69 a 6.27. En las normas disponibles referentes a la
calidad microbiolégica de ios quesos s6lo se reportan valores aplicables para
quesos procesados (ver Tabla 6), es decir, que su materia prima ha pasado por un
proceso previo de pasteurizacion. Se considerara entonces Unicamente como una
referencia aproximada el valor presentado en dichas normas, debido a gue no
existe una que mencione el valor permitido para la cuenta aceptada de meséfilos
aerobios presentes en un queso artesanal madurado, elaborado con leche bronca.
Asf, la cantidad presente en el queso de la rancheria “La Tinaja” tiene, a los 101
dlas de maduracion, una cantidad mayor de mesdfilos aerobios a la indicada para
un queso procesado en la norma correspondiente NMX-F-092-1970% (mayor a 1 x

10° UFC/g, es dacir, 1.27 érdenes logaritmicos mayor).
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Levaduras: En la Grafica 1 se observa una curva de cracimlento tipica. En el
muestreo iniclal —a los 20 dias de elaboracion- la cuenta es de 3.5 x 10°
UFC/gauese (4.5 Logio UFC/gquess) @N los siguientes muestreos se aprecia la fase
exponencial, en donde la cuenta aumenta poco mas de un orden logaritmico,
hasta llegar a un punto méximo; entre los 58 y 78 dias se observa la fase
estacionaria, y finalmante la poblacién disminuye pronunciadamente —fase de
mortandad- durante el ultimo muestreo (101 dias después de elaborado). La
cuenta final: 3.3 UFC/gqueso (0.52 Log10 UFC/gqueso) 88 realmente minima y puede
considerarse aceptable de acuerdo al valor establecido en la norma anteriormente
mencionada. La disminucién en la poblacién iniclal podria explicarse por el efecto
del aw, que presenta un valor de 0.883 a los 58 dias y continia disminuyendo
hasta 0.787 al final de las determinaciones. De acuerdo a lo reportado, el valor
limite de a. para el cracimiento de la mayoria de las levaduras es alrededor de

0.83%

Bacterlas dcldo - ldcticas: La curva de crecimiento presenta dos puntos en los
cuales la cantidad de unidades formadoras de colonias es mayor. Durante el
muestreo inicial (8.3 x 10° UFC/gqueso) COMo punto méximo, y a los 58 dias (6.2 x
10® UFC/gqueso). Finalments, la cuenta disminuye alrededor de un orden

logaritmico, desde la cuenta inicial.

Coliformes totales. La cuenta al iniclo es muy elevada, y preocupante desde el
punto de vista sanitario. Pero conforme transcurre la maduracién del queso, en tan

solo 18 dias de diferencia entre el primer muestreo y el segundo, la cuenta
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disminuye conslderablemente de 447.5 a 12.25 NMP/gquess, €6 decir, disminuye en
un 97 %. Durante el Glimo muestreo no se encontré su presencia en las muestras
analizadas, entonces, de acuerdo a la norma correspondiente para coliformes en

alimentos® el valor presente es menor a 3 NMP.

a.. Este parametro muestra un claro descenso durante el transcurso de la
maduracion, especialmente entre los 78 y 101 dias, variando de 0.872 a 0.787. El
valor inicial fue 0.914 y se debe a que es un alimento con un alto contenido de sal,

entre 4.7 y 7.4%"'.

pH: A partir de los 20 dias el pH desclende y alcanza un valor minimo de 5.41
durante el muestroo a los 38 dias, sin embargo, a los 58 dias aumenta

ligeramente, y disminuye a los 101 dias con un valor final de 5.4.

Aclderz. La acldez determinada iniclalmente disminuye a los 38 dias de
maduracién (de 0.303 a 0.257% de é4cldo lactico) y se mantiene aproximadamente
constante hasta los 58 dias, pero aumenta al transcurrir 101 dias con un valor final

de 0.290% de 4cido lactico.

Al principio de la maduracibn no se observa una relacién inversamente
proporcional entre el comportamiento de la acidez y el pH, generaimente, a mayor
acidez es menor el pH, y esto no se observa en la gréfica correspondiente (ver
Gréflcas 4 y 8). Es hasta el final de las determinaciones, a los 101 dias, que se

observa una disminucién en el pH a la par de un ligaro aumento en la acidez.
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En la Grdfica 7 se puede observar la relaclén entre los valores fisicoquimicos y la
poblacién de BAL, donde aparentemente las BAL varlan de forma similar al
cambio en el pH, de modo que no coinclde una poblacién alta de BAL con una
disminucién de pH, y que se esperaria al presentarse una produccién de dcido
lactico por parte de las BAL. Ademds se observa que al disminuir el ay la

poblaclén de BAL disminuye también,
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Gréfica 7. Resultados fisicoquimicos para el queso 1, comparados con
la cuenta de BAL. El valor de las BAL esté expresado en UFC/g y se Indica arriba de
cada barra correspondiente. Los valores de acldez, potenclal de Hidrégeno y actividad
acuosa (a,) se graficaron t su desvlaclén estdndar.

Al comparar la cuenta de coliformes con los resultados flsicoquimicos (Gréafica
8), se puede observar que a los 38 dias de maduracién la disminuclon de pH
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coincide con el decremento del 97% de la poblacidén inicial de coliformes,
comportamlento que confirma la hip6tesis. Sin embargo, a los 58 dias la presencia
de los mismos es casi nula (<3 NMP), pero el pH aument6 vy la acidez es baja.
Estos resultados fisicoquimlcos entre los 58 y 78 dias pueden deberse a las
reacciones de frans y des-aminacidn, ocurridos durante la protedlisis, originada
por la actlvidad enzimdtica, tanto de origen microblano (hay evidencia de esta
actividad en el queso Cotlja*®), como de las enzimas propias de la leche con que
se elabord el queso. Al tiempo en que la disminucién de coliformes es evidente, el

valor de actividad acuosa correspondiente s de 0.880.
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Gréfica 8. Resultados fisicoquimicos para el queso 1, comparados con

la cuenta de collformes. Los coliformes estan expresados como al Nimero més
probable y su valor se indica arriba de cada barra correspondlente. Los valores de acidez,
potencial de Hidrégeno y actividad acuosa (a,) se graficaron + su desviacién estdndar.
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6.1.3.2 Queso 2
|Las curvas de crecimiento de los microorganismos determinados y los resultados

fisicoquimicos ya se presentaron en las Graficas 2 y 5.

Mesdfilos aeroblos: El comportamiento aparggte del crecimiento de los
meséfilos aerobios en esta muestra es muy variable, ya que al inicio del muestreo
—a los 17 dias de elaborado- la cantidad presente es ligeramente mayor a fa del
Gltimo muestreo —a los 98 dias-, pero las cuentas determinadas en los muestreos
correspondientes a los intervalos de tiempo intermedios difieren significativamente
entre si (0 = 0.05), aumentan ligeramente, disminuyen y aumentan una vez mas,
para finalmente disminuir. Por otro lado, el incremento mostrado a los 17 dias de
maduracién corraesponde con el aumento en la poblacién de coliformes, levaduras
y bacterias lacticas. El valor final es 6.0 x 10° UFC/g quese, Mayor al valor permitido
por la norma mexicana correspondiente para quesos procesados™ (1 x 10°, ver

Tabla 6), pero el queso Cotija no puede clasificarse como tal.

Levaduras: En la curva de crecimiento de las levaduras se observa un aumento
entre los 17 y 35 dias de maduracién, una aparente fase estacionaria entre los 35
y 55 dias, y un ligero descenso a los 75 dias. Sin embargo la cantidad final es
elevada, mayor a la prasente en las demas muestras y supera el limite maximo

permitido en el CODEX® (ver Tabla 6).

Bacterlas dcido — ldcticas: La cantidad promedio, durante los distintos tiempos

de maduracion analizados, muestra poca variacion.
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Coliformes totales: A los 35 dias de maduracion, su comportamiento muestra
un aumento considerable en la poblacién, cinco veces mayor que la poblacién

inicial; sin ambargo, a los 55 dias la cuenta disminuye en un 99 %.

a,: Se observa que la actividad acuosa disminuye al avanzar el tlempo de

maduracion, aunque de manara menos pronunciada que an el queso 1.

pH: Inicialmente presenta un valor cercano a la neutralidad (6.21), pero al
transcurrir 38 dias de maduracion, y hasta los 78, su valor disminuye y permanece
practicamente constante entre 5.50 y 5.57. Es durante el Ultimo muestreo que se

observa un aumento en el pH.

Acidezr. Aumenta desde el muestreo inicial hasta mostrar un valor méximo
correspondiente a los 75 dias de la maduracién, pero disminuye abruptamente a
los 98 dias. Durante el Gltimo muestreo el pH aumenta a la par que disminuye la
acldez, lo que puede estar provocado por los productos generados durante la

protedlisis.

En la Gréfica 9 se observa una concordancia entre la poblacion de BAL y la
acidez determinada, al tenerse una poblacion mayor de BAL la acidez es mayor,
como un posible resultado de la actividad de las BAL. La actividad acuosa
disminuye continuamente y al final se observa que también disminuye la poblacién

de BAL.
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Gréfica 9. Resultados fisicoquimicos para el queso 2, comparados con
la cuenta de BAL. El valor de las BAL estd expresado en UFC/g y se Indica arrlba de
cada barra correspondiente. Los valores de acidez, potencial de Hidrégeno y actividad
acuosa (ay) se graficaron + su desviacién estandar,

Al comparar los resultados fisicoquimicos y la cuenta de coliformes (@réfica 10),
se observa que el aumento en la poblacion de éstos ocurre a la par de la
disminuciéon del pH y al aumento de acidez a los 35 dias, un comportamiento
diferente al observado en el primer queso y aparentemente contrario a lo esperado
y planteado en la hipétesis. Al observar la Gréafica 9 podemos ver que ademés en
este punto la poblacidn de BAL aumentd, de manera que su actlvidad podrfa ser la
causa de los cambios fisicoquimicos. A los 55 dias el pH se mantiene
practicamente constante (alrededor de 5.5) al igual que la acidez, a pesar de que

la poblacién de BAL continua aumentando, y se observa que la presencia de
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coliformes disminuye casi totaimente, a un valor de 0.877 para el aw. Se cumple
entonces el comportamiento esperado y planteado en la hip6tesis, y podria declrse
que en este caso el comportamiento demuestra que el a, 88 méas determinante

sobre la poblaclén microbiana que el pH o la acidez.
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Gréfica 10. Resultados fisicoquimicos para el queso 2, comparados
con la cuenta de collformes. Los coliformas estén expresados como el Namero
més probable y su valor se Indica arriba de cada barra corraspondiente. Los valores de

acidez, potenclal de Hidrégeno y actividad acuosa (ay) se graficaron t su desviacion

estandar

6.1.3.3 Queso 3
Mesodfilos asroblos: La tendencia de los valores obtenidos para las cuentas en
esta pleza inicia considerablemente alta (2.0 x 107 UFC/g queso). ¥ ©n el mismo

orden logaritmico que la pleza 1 (7.69 — queso, y 7.3 — queso,). Posteriormente a
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los 33 dias la cantidad de meséfilos aerobios disminuye alrededor de dos érdenes
logarftmicos (hasta 5.5) y en los siguientes dos tiempos de maduracién aumenta
ligeramente para finalmente disminuir hasta un valor da 7.4 x 10* UFC/g quese QUE

es aceptable de acuerdo a la cantidad establecida por las normas®- ®.

Levaduras: La mayor cantidad de levaduras se presentd en el tiempo inicial,
durante el franscurso de la maduracién se observa un descenso gradual hasta un
valor minimo de 5 UFC/g queso correspondiente a los 96 dias de ser elaborado,
similar al comportamiento durante los dltimos muestreos en el queso 1. El valor

final se considera aceptable de acuerdo a la norma®,

Bacterlas dcido — ldcticas: La tendencia en la poblacién es negativa (el orden
logaritmico desciende de 6.16 a 4.71); la cuenta inicial es relativamente alta (~10°
UFC/ggueso), menor a la cuantificada en la pleza del queso 1 (6.92
Log1oUFC/Qquese), PEro con una poblacién mayor a la encontrada en el queso 2

(5.5 LogqoU FC/Qquaw)-

Coliformes totales: E| comportamiento mostrado es similar al del queso 2, pero
su disminucién se observa gradualmente. La cuenta Inicial se duplica a los 33 dias
de maduracién, disminuye un 95 % a los 53 dias, un 97 % a los 73 dias y
finalmente, poco més del 99 % a los 96 dias, con un valor final menor a 3 NMP/g,
correspondiente al valor valor minimo cuantificable por el método del Nimero Més

Probable.
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aw. Se observa la disminuclon gradual de la actividad acuosa, con un valor inicial

de 0.915 a 0.887 como valor final.

pH: Se observa un descenso rapido en el pH a los 35 dlas (de 5.89 a 5.33). Los
valores obtenidos durante cada muestreo se encuentran entre 5.25 y 5.89, al
parecer no es grande la diferencia, sin embargo se observa una tendencia a

disminuir desde el Inicio.

Acldezr: Inicialmente presenta valores similares, por lo que se puede considerar
que permanece constante (entre 0.31 y 0.29% de ac. lactico), posterlormente
muestra un au‘mento entre los 53 y 73 dias de maduracién. A los 96 dias
desciende a 0.337% ds &cido lactico. De nuevo, este comportamiento en la acidez
titulable puede deberse a que hay otras especies quimicas (como fosfatos,
citratos, carbonatos, etc.”’) y productos de las reacciones de trans y des-

aminacion, liberados por la protedlisis durante la maduracion.

En la Grafica 11 la disminucidn en la actividad acuosa en la Ultima determinacién

coincide con el menor valor en la poblacién de BAL.
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Gréfica 11. Resultados fisicoquimicos para el queso 3, comparados

con la cuenta de BAL. El valor de las BAL est4 expresado en UFC/g y se Indica

arrlba de cada barra correspondiente. Los valores de acldez, potencial de Hidrégeno y

actividad acuosa (a,) se graficaron + su desvlaclon estandar.

Al comparar la poblaclén de coliforrnes con los resultados fisicoquimicos en la
Graflca 12 hay una aparente similitud con los rasultados del queso 2: se observa
que el aumento de coliformes coincide con la disminuclén del pH a los 33 dias. A
los 53 dias el pH se mantiene précticamenté constante y los coliformes han
disminuldo en un 95% (12.25 NMP); es hasta los 96 dlas que se observa el menor
valor de pH (5.31) y corresponde a la presencla casl nula de coliformes. En estas
gréficas no es tan evidente el posible efecto de los productos provenientes de la

protedlisla sobre la acidez determinada, observado en las otras dos muestras,

pero la disminucién de la acidez entre los 33 y 53 dfas puede estar relaclonado
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con éste fendmeno bloquimico. A los 96 dlas se presenta un valor de ay, de 0.887,

y corresponde al tlempo en que la presencia de coliformes es escasa.

0464 62 T T T T T
4001
0.40 - 0.915+
300+
0.35+ ]
o
0.900+
200+

] : : ]
0.25- \ 0.885 1991

O

0.20- I r T ' T I
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Tiempo de maduracion (d(as) === Acidez =~om=pH ———a Nl Colformes

Graflca 12. Resultados fisicoquimicos para el queso 3 comparados con
|a cuenta de coliformes. Los coliformes estan expresados como el NGmaro méas
probable y su valor se indlca arriba de cada barra correspondiente. Los valores de acldez,
potencial de Hidrégeno y actividad acuosa (a.) se graficaron t su desviacién estAndar.

6.1.3.4 Comportamiento general en las plezas analizadas.

La actividad de las BAL, reflelada como el aumento de acidez y la disminucién
del pH durante la maduraclon, no fue tan evidenté como se esperaba, sin
embargo, sl se observd el efecto de su actividad, tanto en estos parametros
flslcoquimicos como en la posible produccién de metaboliitos Inhibidores, como
podrian ser las bacteriocinas. Se ha comprobado que este tlpo de bacterias

ejercen una actividad benéfica tanto por la produccién de metabolitos que
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participan en la generacion de sabores y aromas, como por la produccién de

compuestos con propiedades inhibitoriag'®784

, Y 86 ha estudiado aspeclalmente
su utilidad en productos procesados para evitar el desarrollo de patégenos.
Estudios posteriores podrian desarrollarse para comprobar si las bacterias lacticas
del queso Cotlja demuestran esa actividad, asi como su utilidad potencial. Hasta
esta etapa de estudio puede suponerse que posiblemente el tipo de BAL
predominantes durante la maduracién del queso Cotija no son productoras de

grandes cantidades de acido lactico, y esto podrfa ser la causa de los resultados

observados.

En las Graficas 1,2 y 3 se observa que la cuenta de BAL en algunos de los
tiempos muestreados aparenta ser mayor a la cuenta de mesdfilos aerobios, sin
embargo las barras de error para cada punto en la grafica demuestran que las
cuentas pueden encontrarse entre un rango que permite que la cuenta de BAL

ostd contenida en la cuenta de mesdfilos aeroblos.

El comportamiento individual tanto microblolégico como fisicoquimico de cada
muestra analizada diflere conslderablemente uno de otro, a pesar de presentarse
similitudes entre algunas de sus caracteristicas cuantificadas. Pero en general se
observa que en todas las muestras, durante el transcurso de la maduraciéon se
logra la eliminacién de los microorganismos coliformes, la cuenta de levaduras
disminuye, al igual que lo hace la de mesdfilos aeroblos y de ninguno se lograron
alslar mohos. En las tres muestras de queso la actividad acuosa disminuye,

mientras que el pH y la acldez muestran comportamientos irregulares que pueden
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ser producidos por la liberacién de metabolitos diversos, como Acidos organicos y
aminodcidos o productos nitrogenados, que promueven la disminucién o aumento
del pH respectivamente; ademas de que es probable que algunos de los
microorganismos presentes usen el acido lactico producido como una fuente de
carbono, afectando asi la determinacién de la produccion real de éacido y

enmascarando el cambio en e! pH y la acidez.

Los resultados demostraron que existe una relacién entre la presencla de
coliformes frente a la acidez y el pH, sin embargo su determinacién se vuelve
compleja al estar en el mismo medio productos que pueden interactuar como
amortiguadores tanto del pH como de la acidez, o que ocasionen el aumento del
pH y la disminucibn de la acldez, ademés de la ya mencionada posible
degradacién de Acldo lactico. Por lo que la implementacion de una metodologia
alterna para determinar principalmente la acidez podria se méas Otil y adecuada en

un medio tan complejo como el estudiado.

Por ejemplo, podria hacerse uso de técnicas Instrumentales rapidas. En los
laboratorios de algunas plantas industriales de queserfa se emplean con eficacla
espectrémetros infrarrojos (IR) y existen tres tipos basicos’’:

a) Espectrometros (NIR) de reflectancia del Infrarrojo préximo; que puede

adaptarse tanto para muestras sélidas como liquidas””.

b) Espectrometros (MFIR) Infrarrojo de filtros mdltiples; como su nombre lo

indica emplean filiros (de referencia) seleccionados para los distintos picos

de absorbancia de la muestra, y cuya composicién se calcula a partir de la
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absorbancia, mediante técnicas de correlacién miltiple, para dar una lectura
directa”.

¢) Espectrometros (FTIR) infrarrojos de transformaclén de Fourier; su
aplicacion al andlisis de la leche y productos lacteos ofrece mayor flexibilidad
y la mayor precisién potencial. Los filtros son sustituidos por una red de
difraccién, de modo que las longitudes de onda especificas pueden ser
programadas, dependiendo de las propiedades de los componemtes a

medir”’.

Por otro lado, la actividad acuosa demostré tener gran influencia sobre la cuenta
de coliformas, ya que coincidia su escasa presencia con valores de a, inferiores a
0.890. De modo que éste demuestra ser un factor de gran importancia para
asegurar la eliminacién de estos microorganismos Indeseables o patdgenos en los
alimentos. La actividad acuosa inicial que se observé, en las tres plezas de queso,
presenté un valor £ 0.915, que ya se considera un valor bajo, esto se debe a la
gran cantidad de sal afadida durante la elaboracion del queso. Y la disminucion
de esta propledad al transcurrir la maduracion se debe a la pérdida de humedad

que se presenta en esta etapa.

La acidez titulable expresada como porcentaje de acido lactico resulta una
expresion arbitraria, ya que resulta que no todo el acido titulado corresponde al
acido lactico. En realidad, también estan implicados los 4cidos grasos, proteinas,
carbonatos, fosfatos, citratos y sulfatos de calcio y magnesio”. Por lo tanto, el

grado de acidez corresponde a la suma de todas las sustancias de reaccidn 4cida
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contenidas en al queso. Y esto explica el comportamiento obsarvado al determinar

osta propiedad en las plezas de queso analizadas.

Como la acidez generada no fue tan elevada como se hubiera esperado, se

origind mayor interés por conocer el tipo de BAL presentes.

Adicionalmente, se considera que durante la adicion de sal, en el proceso de
elaboraclén del queso, se contribuye —accidentalmente- a incrementar la carga
microblana, ya que este aditivo cominmente se manlpula sin un cuidado higiénico
y algunas particulas de polvo pueden adicionarse con la sal. Y por otro lado,
también influye la higlene que muestre la persona qua manipula el queso, quien
realiza el amasado con las manos. De modo que existen diversas fuentes de

inoculacién natural al realizarse el queso Cotija.

Las plezas de queso estudiadas provienen de distintas zonas en la regién
productora, pero solo dos de ellas fueron elaboradas totalmente de forma
artesanal y on la regién de produccion “genuina”, por lo tanto se les congidera
como “Regién de Origen”. Estas son las piezas de queso 1 y 3, correspondientes a
“La Tinaja" y “Santa Ma. del Oro” respectivamente. Las diferencias mas notables

que presentan an comparacién con la pleza de queso 2 “Cotija" son las sigulentes:

« Microblolégicamente: la cuenta de levaduras, su desarrollo y comportamiento
durante la maduracién son similares entre las piezas 1 y 3, y difieren

considerablemente en el comportamiento y cuenta al final del anéllisis del
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queso 2. En las gréficas correspondientes a las piezas 1 y 3 se observa que la
presencia de las levaduras disminuye a lo largo de la maduracién hasta una
cantidad minima (3.3 y 5 UFC/gqueso), mientras que en la gréfica del queso 2 no
se observa su disminucién de manera tan evidente, y la cantidad final es alta

(1.5 x 10* UFC/gqueso), € incluso mayor a la cuenta iniclal.

« Fisicoguimicaments: el valor de pH inicial y el pH minimo alcanzado, ya que
para las plezas de queso 1 y 3 el valor inicial fue similar (5.83 y 5.89,
respectivamente) mientras que para el queso 2 el valor fue mayor (6.21). De
igual forma el valor minimo alcanzado $e encontrd entre 5.25 y 5.4 para los

guesos 1y 3, pero el segundo queso solo logré disminuir hasta 5.5.

Estas diferencias microbiolégicas y fisicoquimicas entre las piezas de
elaboracién artesanal (quesos 1 y 3), y la pleza de elaboraclén semiindustrial
(queso 2) pueden deberse, no sélo al proceso que se siguid para su elaboracion,
sino también a la leche empleada como materia prima para su produccion. En la
leche se encuentran presentes tanto las enzimas y nutrientes fundamentales para
la elaboracién del queso, asl como la microbiota que participard durante la
maduracién del mismo. Por lo tanto, existen distintas variables que determinan las

diferencias observadas.

Se encontr6 ademas, que el comportamiento Individual tanto microbiol6gico
como flsicoquimico de cada pieza analizada difiere entre cada una, Incluso entre

las piezas reconocidas como Region de Origen, por lo que se considera que
n



estudios posteriores y complementarios pueden ser necesarios para determinar a
detalle las caracteristicas microbiolégicas y fisicoquimicas propias de un queso
Cotija auténtico, ya que es necesario estudiar mas piezas reconocidas como
Regién de Orlgen para poder establecer un comportamiento general de las piezas

auténticas.

6.2 SEGUNDA ETAPA
6.2.1 Alslamlento Selectlvo y Cuantiicaciéon de BAL

Como ya se ha mencionado anteriormente, las piezas de queso 1 y 3 se
elaboraron artesanalmente en la regidn que se considera auténtica para su
produccién, ademds durante la primera etapa del estudlo demostraron tener
algunas similitudes en su comportamiento microbiolégico y fisicoquimico. Y se
trabajé con estas piezas durante la segunda etapa realizada para aislar e
Identificar a las BAL. De acuerdo con los resultados obtenidos para la dindmica de
poblacionas se determind emplear las muestras correspondientes al empo 3 de
maduracion de las piezas 1 y 3 (73 y 78 dias respectivamente), debido a que la
cuenta de coliformes en ambos quesos presenté el valor minimo cuantificable por
la metodologia empleada y se mostraba ademés una disminucién mayor al 90%

de la misma poblacién al inicio de la maduracién.

La Tabla 7 presenta la cuenta de BAL determinada en las plezas 1 y 3 al tiempo
ts de maduracién (78 y 73 dias, respectivamente). Se aislaron las BAL de cada
medio de cultivo selectivo, bajo cada una de las condiciones de alslamiento

correspondlentes (ver Figuras 4 y 5). La presencia de las BAL as numéricamente
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importante (aungue menor que en otros alimentos fermentados) en lag piezas de
queso Cotija analizadas, ya que puede observarse en la Tabla D que las cuentas
al tiempo ta de los quesos 1 y 3 se encuentran en un rango de 6.58 y 5.33 Logio

UFC/gquesa, rospectivamente.

Puede observarse en la Tabla 7 que las cepas cuantificadas presentan
predominantemente la morfologia de cocos. Las cepas alsladas en el medio
selectivo MRS bajo las condiciones de pH 5, 429 C y en anaerabiosis, no pudieron
ser estudiadas para determinar su morfologia. Y posteriormente no se realizd su
purlficacién para conservarlas en chaquiras, debido a que su conservacion
requerfa de medios de cultivo liquido en condiclones de anaerobiosis y no se

contaba con ellos.
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TABLA 7. Cuantificacion de BAL en distintos medios selectivos
Gruqe se prede Mologla’ al - o N o
. . pio (%) Observaciones
Enterococos Cocos . .
En el medio co
ILM17 a 37°C S. thermophiius Cocos vancomicnilna c?‘ecigron
IMI173222°C Lactococcus Cocos distintos tipos de
MRS con Bacilos cortos, largos y colonias, sélo los cocos
sobrecapa BAL en general medianos podrian considerarse del
Cocos (diplococos) género Leuconostoc.
MRS en .
Co. Lb. Terméfilos No determinado X
anaerchiosis _ En la segunda muestra
MRS+ Leuconostoc Ba(_:ﬂos COLTOS Y (gueso_ 3) s observé més
vancomicina bacilos medianos diversidad de colonias en
KAA Enterococos ] los medios empleados.
LM17a37°C S. thermophilus

. En ambas muestras de
IMI17a22°C Lactococcus - ) quesos se encontrd

MRS con i crecimiento de levaduras
o BAL en general - _ en algunos de los
MRS en - - _ medios. Su cuenta no se
anaerobiosis Lb. Terméfilos . reporta, sin embargo no
fue mayor a la cuenta de
Leuconostoc - - : BAL.

("} Todas las colonias observadas fusron resembradas al menocs tres veces en kos medios correspondientss y mostraron una
prueba de catalasa negativa y tincién Gram positivo.

NSLAB: Bacterias &cido-lacticas no inkciadoras (siglas en inglés).
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6.2.2 Consgervacién de BAL Selecclonadas en Perias de Vidrio Perforadas

Tabla B. Relacién de Cepas Conservadas

No. de Queso y No. de cepas conservadas
Medio de Alslamiento
Queso 1

KAA 9

LM17 g 22°C 2
LM17 a 37°C 5
MRS 6

MRS +V 1

Se conservaron en chaquiras un total de 41 cepas, 23 fueron aisladas de la
pleza 1, y 18 de la pieza 3. En la cuantificacion general de BAL (ver Tabla D en
Anexo 15) se observé que al tiempo 3 de maduracién la poblacién es menor en la
pieza de queso 3 (5.33 Login UFC/g) que en la pieza del queso 1 (6.58 Logyo
UFC/g). En la Tabla 7 se observa también que la cantidad de BAL aisladas bajo

las distintas condiciones tamblén es menor para el queso 3.

La seleccion de las cepas se basé en las caracteristicas morfolégicas y los
resultados a la prueba de la catalasa y tincién Gram. Todas las cepas demostraron
ser catalasa negativo y Gram posltivo; adicionalments, las colonlas alsladas en el
medio selectivo KAA mostraron la morfologfa caracterfstica, es decir, colonias
clrculares con pigmentacién gris-negro y con un halo negro sobre el agar
alrededor de la colonla, las colonias aisladas en el medio MRS y MRS con
vancomiclna se escogieron morfologicamente por presentar ligeras diferencias,
algunas presentaban un borde liso, mientras que otras eran ligeramente rizadas

an el borde.
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6.2.3 Identificacion Bloquimica de las BAL Selecclonadas

De las 41 cepas conservadas en chaquiras se seleccionaron 14 para ser

Identificadas. Por otro lado 7 de las 14 cepas seleccionadas fueron secuenciadas

como parte de otro trabajo de investigacién®”. Las cepas fueron seleccionadas

bajo los criterios mencionados en la seccion 5.3.3.4 del capftulo Metodologia, y se

identificaron bioguimicamente siete cepas del queso 1 y siete del queso 3. En la

Tabla 9 se muestran las caracteristicas de cada una.

Tabla 9. Caracteristicas de las cepas seleccionadas para API

Medio de No. No. Caracteristicas Caracteristicas | Observaclones
aislamiento | cepa | Queso | morfolépicas en agar | al microscoplo | (ver Tabla 12)
Colonias circulares Cocos
8 i grises rodeadas de una Gram (+) Secuenciada
zona negra en el agar. Agrupados en
Borde liso. d & 2mm racimos
KAA Colonias circulares Cocos
grises rodeadas de una Gram (+)
9 1 Secuenciada
Incubacién 2 zona negra en el agar. A grup_ados en
T=37°C Borde liso. d & 2mm racimos
l-; -0 Colonias circulares Cocos
pri=7. grises rodeadas de una Gram (+) .
por24 hrsen | 2 3 Secuenciada
. zona negra en el agar. Agrupados en
Aerobiosis .
Borde liso. d € 2mm racimos
Colonias circulares Cocos
6 3 grises rodeadas de una Gram (+) Secuenciada
Zona negra en el agar. Apgrupados en
Borde liso. d £ 2mm racimos
LMI17 a Colonias circularcs, color Cocos
22°C crema semitranshicidas
] 1 brillantes. Borde liso. Si Gram (+). ) Secuenciada
Incubacién a Plana. Acuosa. 1n agrupacion
T 290 d< 2mm aparente
pH =70 ema semivngicians | (O
por3dfasen | 3 brillanites. Borde lso. . . ---
Acrobiosis Plana. Acuosa. Sin agrupacién
d % 2mm aparente

76



Colonias circulares, color

crema semitranshicidas Cocos
LM17 a
¥7°C 3 brillantes. Borde liso. Si Gram (+)'6n Secuenciada
Plana. Acuosa. m:gﬂrr";?:::'
ap:
Incubacién a - d S Zmm
T=37°C Colontas circularcs, color
— crema semitranshicidas Cocos
pH=7.0 . brillantes. Borde liso. Gram (+) o
por 1-2 qfﬂ§ Plana. Acuosa. Sin agrupacién
en Aerobiosis Crecimicnlo cn pares aparente
d % 2mm
Colonias circulares, color Cocos
blanco - crema. Borde liso. Gram (+)
MRS 3 Acuosa. Sin agrupacién
dz05%< 1mm aparente
Incubacién a — par'
T=30°C Colonias circulares, color Bﬂf-:l‘OS
blanco — crema. Borde medianos
pH=54 i . -
10 geramente irregular. Gram (+)
por 5 dfas en Seca . g
Micronerofilia : Sin agrupacién
¢ d % 2mm aparente
(con "
. Bacilos largos
sobrecapa Colonias circulares, color
) Gram (+)
de apar) 7 crema, Borde rizado. Scca. Si 6 .--
d> 1< 3mm in agrupacién
aparenie
Colonias circulares, color Cocos
blanco — crema. Bordc liso, Gram (‘+)
8 Cremosa. Crecimiento Si i Secuenciada
clevado. in agrupacién
MRS +V d2 055 Imm oparente
Colonias circulares, color Cocos
Incubacién a blanco ~ crema. Borde liso. Gram (' +)
T=30°C 2 Cremosa. Crecimicnto Si " - -
pH=6.2 ligeramente elevado. m agrupacion
por 3 dfas en d=1mm aparente
Aerobiosis Colonias circulares, color Bacilos cortos
blanco — ¢rema. Borde liso. ’
e Gram (+)
13 Crecimiento elevado. . . aa-
Cremosa. Sin agrupacién
d> 1mm aparente

Cuando en el ofro trabajo de estudio® se obtuvieron los resultados de las 7

cepas secuenciadas se decidi6 sembrar en agar KAA 11 de las 14 cepas

selecclonadas para identificaclon. Las 11 cepas presentaban morfologfa de cocos,

fueron aisladas en distintos medios de cultivo y provenian de muestras diferentes
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{ver Tabla 9). Se sembraron en el agar KAA para comprobar sl eran capaces de
crecer an él y ver sl todas presentaban los rasgos caracteristicos de colonias de

enterococcos.

Todas las 11 cepas crecieron en el agar KAA y mostraron la aparlencia
morfologica en agar y al microscopio caracteristica de los enterococcos: células
Gram positivas, ligeramente ovoides, no esporuladas, en cadenas cortas o en
pares, catalasa negativas, y en agar KAA se observaron colonias gris-negras con

halos negros en el agar alrededor de la colonia™ - 7°,

Las tres cepas restantes se observaron al microscoplo como bacilos y ninguna

fue secuenciada.

Como se puede observar en la Tabla 7, la presencia de cocos es mayor a la de
bacllos en las BAL cuantificadas durante el tiempo 3 de maduracién en ambas
piezas de queso, y esto también influyé en que se consideraran mas cepas de
cocos para realizar la identificacién, ya que se cbservaron como cocos el 66.56%

de las cepas cuantificadas para la pieza de queso 1, y el 65.5% para el queso 3.

6.2.3.1 Patrén de Fermantacién de Carbohidratos
LLos resultados completos de las pruebas API para cada cepa se muestran en el

Anexo 17.
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Los resultados para las cepas con apariencia de bacilos se introdujeron en el
programa informético de Identificacion correspondiente, y éstos se muestran a

continuacion.

Tabla 10. Identificacién de Bacilos

Medlo de % de
alslamiento Identldad Identificacién

Lactobacillus
MRS 99.9
pentosus

Lactobacillus
pentosus

Lactobacillus

pentosus

* Indice “tipo* El sistema informético identifica una cepa desconocida basandose en fa
probabilidad de que las reacclones blogquimicas obtenidas coincidan con las de un
organismo an la bage de datos. De esta forma, se determina la identificacién de la
cepa evaluando cada resultado y se aslgna un valor a dicho resultado, es declr, un
valor de “tipicidad” o valor “lipo”". Se asigna un valor de 1.0 al resultado mas “tlpico”,
que sera el de la base de datos consultada. En el caso de algdn resultado incierto, un
valor de 1.0 también se asigna porque esta prueba no puede contribuir a hacer la
distincién entre especies. Se aslgna un valor entre 0 y 1.0 para resultados atiplcos. El
fndice “tipo” se genera mediante la suma de todos los valores “tipo” obtenidos. Un
resultado perfecto en todos los valores proporcionard un fndice tipo de 1.0, *8
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Para las cepas con forma de cocos no se empled el programa informatico,

unicamente se consideraron los resultados de algunas pruebas, de acuerdo a la

clave de identificacion propuesta por Manero y Blanch®, de modo que también se

realizé la prueba de crecimiento en agar BHI.

6.2.3.2 Crecimiento en Agar Infusién Cerebro Corazén (BHI)

La apariencia de las colonlas sembradas en el agar BHI y su morfologia al

microscopio se prasentan en fa Tabla 11.

Tabla 11. Crecimiento de las cepas con forma de cocos en agar BHI

Medio de | No. de l:',:‘ Aparlenclaen | Pigmento | Morfologia al
alslamlento | Queso cepa agar BHI amarlllo | microscoplo
. Cocos
KAA 1 8 Negativo Gram (+)
Cocos
KAA 1 9 Negativo Gram (+)
Cocos
KAA 3 2 Colonlas Negativo Gram (+)
circulares, color . Cocos
KAA 8 6 crema, brillosas. Negativo Gram (+)
: Cocos
LM17a22°C| 1 1 Borde liso. Negativo
Acuosas 9 Gram (+)
Cocos
LM17a22 «C 3 1 d < 2mm Negativo Gram (+)
Algunas colonias Cocos
LM17a37 «C 1 3 presentan Negativo Gram (4)
creclmlento en . Cocos
LM17a 37 C 3 7 pares. Negativo Gram (+)
Cocos
MRS 1 3 Negativo Gram (+)
Cocos
MRS +V 1 8 Negativo Gram (+)
. Cocos
MRS +V 3 2 Negativo Gram (+
I
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6.2.3.3 ldentificaclén de cepas de enterococcos

Los resultados de la relacién entre las pruebas de fermentacién de carbohidratos
y el crecimiento en agar BHI pafa cada cepa estudiada se muesiran an la Tabla
12. Analizando la secuencia de pruebas bloquimicas consideradas para lograr la
identificacion de las cepas de enterococcos (ver Figura 6) las 11 cepas con
morfologfa de cocos mostraron el mismo patrén de resultados y se identificaron

como Enterococcus faecium.,

et

artjive

* Pruebe positiva de 26 & 74%

Figura 6. SECUENCIA DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS CONSIDERADAS
PARA LA |DENTIFICACION DE ENTEROCOCCQOS
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Tabla 12. Resultado de las Pruebas Bioquimicas Consideradas para la Identificacién de Enterococcos

y Comparacion con la Secuenciacién realizada previamente

Pruebas bioguimicas
';orhﬁb de’ || anal amammoon | RiB SBE | SA | AMY | DARL | INU | MDG/| Jdentidad | o o ncia®
aislamiento BHI C blogquimica
I 8 KAA + - + - + + — - — | E faecium | 100 % E. faecafis
9 KAA + - + - + + - - - E. faecium | 99 % E. fascium
2 KAA + — + - + + - - — E. faecium | 99 % E. faecium
6 KAA + - + - + + — - — E. faecium | 100 % E. faecalis
1 M17a222C + — + - + + - — — E. faecium | 99 % E. faecium
11LM17a222C + — + - + + - — - E. fascium | No secuenciada
3LM17a370°C + - + — + + - - - E. fascium | 90 % E. faecalis
7LM17a37°C + — + — + + — - - E. faecium | Mo secuenciada
3 MRS + - + - + + — — - E. faecium | No secuenciada
8 MRS +V + - + — + + - - - E. faecium | 97 % E. faecalis
2MRS +V + - + - + + - - — E. faecium | No secuenciada
LARA: L-Arabinosa AMY: Amigdalina
RIB: Ribosa DARL.: D-Arabitol
SBE: Sorbosa INU: Inulina
SAC: Sacarosa MDG: Metil-aD-glucopiranosida
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A continuacién se enlistan las diferencias bioquimicas® entre E. faecium y E.
faecalis:

Degradacién ’ E. faeclum | E. faecalls

de:
L-arabinosa + -
Arbutina + -
Sorbltol - +
D-tagatosa - +

De acuerdo a la clave de identificacion bioquimica para enterococcos propuesta
por Manero y Blanch®, la principal prueba bioquimica que diferencia a E. fascium
de E. faecalis es el resultado a la degradacidn de L-arabinosa, E. faecium da un
resultado positivo y E. faecalis negativo. En las tablas del Anexo 17 puede verse
que los resultados de las 11 cepas de cocos concuerdan con los resultados de E.
fascium a las pruebas bioquimicas que se muestran en la lista anterior, y se

muestran sombreados los resultados a las pruebas correspondientes.

Sin embargo, en la Tabla 12 se observa que en algunos casos la identidad de la
cepa no coincide entra el resultado obtenido mediante la secuenclaclén y el
obtenido por las pruebas bioquimicas. Esto se observa en cuatro de las siete
cepas secuencladas, en donde se identifica a la cepa como Enterococcus faecalls
mientras que el patrén obtenido en las pruebas bloquimicas indica que se trata de

Enterococcus faecium.

El porcentaje de identidad conflable para el resultado de la secuenciacién debe
ser mayor o igual al 97%, de modo que el resultado de la secuenciaclén para la
cepa 3-LM17 a 379 C puede considerarse dudoso (su porcentaje de Identidad es

90%); las ofras seis cepas presentan un porcentaje de identificacion aceptable.
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Debido a que la sensibilidad y especificidad de la secuenciacién es mucho
mayor al resultado obtenido en las pruabas bioquimicas podria considerarse que
la identidad real de las cepas 8-KAA, 6-KAA y 8-MRS+V es Enterococcus faecalls.
Sin embargo, para el caso de este trabajo de investigacidon se conslderaran los
resultados obtenldos mediante la agrupacion por la secuencia propuesta en base

a las pruebas bioquimicas (ver Figura 6).

De este modo, la identidad de las tres cepas que coinciden por el método

bioquimico y por la secuenclacién es Enterococcus fascium.

Y considerando los resultados del patrén bioquimico para las otras cuatro cepas
que no fueron secuenciadas se presume que se trata también de Enterococcus

faecium, al Igual que la cepa 3-LM17 a 37° C.

Las publicaciones de Manero y Blanch permiten comparar la correlacién entre la
identificacién de enterococcos mediante pruebas bioquimicas® y métodos
moleculares®. En su estudio demuestran que el 91% de las cepas estudiadas se
identificaron exitosamente mediante pruebas moleculares especificas y en
concordancia con las prusbas bioquimicas de Identificacién. Sin embargo hubo
algunas cepas que presentaron discordancia entre las pruebas biogquimicas y las
moleculares, por presentar resultados inesperados para algunas de las pruebas

bioquimicas realizadas.
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De esta modo se puede entender que haya diterencia entre los resultados
encontrados en este estudio para las pruebas bioquimicas y los resultados de

secuenciacion obtenidos en otro trabajo de investigacion®,

6.2.4 Presencia de Enterococcus en allmentos

A pesar de haberse utilizado varios medios y condiciones para el cultivo selectivo
de diversos grupos de BAL, se encontré que la identidad de los microorganismos
aislados principaimente pertenece al género Enterococcus, reportado con
anterioridad como parte de la microbiota presente en varios quesos de elaboracién

artesanal.

Los enterococcos son BAL que estan presentes frecuentemente en productos
lacteos y en otros alimentos fermentados®, y se encuentran presentes
normalmente en el tracto intestinal y heces de humanos y animales® % 69,
Algunas especles han sido aisladas del suelo, alimentos, agua y plantas, do las
cuales se destaca su capacidad para crecer y sobrevivir en un amplio rango de

condiciones ambientales® .

6.2.4.1 Importancia de Enterococcus en leche y su prasencla en productos lacteos

Los enterococcos son Importantes en la elaboracién de productos lacteos debido
a que tienen tanto efectos benéficos como efectos parjudiclales en el producto.
Los efectos benéficos consisten en el desarrollo de sabores deseables, un impacto

en la produccidn de bacteriocinas y probiéticos, mientras que los efectos
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perjudiclales pueden ocasionar la descomposicién del producto. La leche bronca
es uno de los muchos ambientes en los que se pueden encontrar los

enterococcos. Y sobreviven mejor en productos salados, como el queso.®’

Las cuentas de enterococcos varian desde 10* a 10° UFC/g en diferentes
cuajadas de quesos, y de 10° a 107 UFC/g en quesos maduros. Las cantidades
varian de acuerdo al tipo de queso y la época de produccién. En algunos quesos
los enterococcos son también la microbiota predominante en el producto ya
maduro. La dominancia o persistencia de los enterococcos en algunos quesos
durante la maduracién puede atribuirse a su gran rango de temperaturas de
cracimiento, su alta tolerancia a la sal y acidez, y a su produccién de enzimas
proteoliticas involucradas en la degradacién de la caseina. Sin embargo mientras
S encuentra su presencia en algunos quesos, en muchos otros no hay

enterococcos presentes.®’

Durante la cuantificacién de BAL realizada en este estudio se observé que para
ambas muestras de queso las cuentas en agar KAA, empleado para el aislamiento
de enterococcos, fueron mayores a 5 unidades logaritmicas de UFC/g de queso.

Estos valores coinciden con lo reportado en el parrafo anterior.

En un estudio® se caracterizaron 68 cepas de enterococcos aisladas de
productos lacteos del noroeste de Halla. Se encontré que al identificarlas 35 cepas
correspondian a Enterococcus faecalis, 27 a E. faecium y 6 a E. durans, mientras

que al ser caracterizadas por su perfil de degradacién de carbohidratos se
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obtuvleron difarencias en un 17.6% de los casos. Ademas se determiné su
actividad bioquimica y la mayorfa de las cepas mostré una actividad de

acidificacién de la leche muy débil®

. Estos resultados contribuyen a explicar un
poco la razén por la que pudo ser tan baja la acidez reportada en las tres piezas
de queso analizadas en este trabajo, y corroboran que, cominmente, al realizar la

identificaclén de cepas los resultados bioquimicos difleren de los moleculares.

Oftros estudios han reportado la presencia del género Enterococcus en productos

lacteos, en el Anexo 19 se mencionan algunos casos.

En el Anexo 20 se menciona sobre la presencia de Enterococcus en otros

alimentos fermentados.

6.2.4.2 Patogenicidad intrinseca y virulencia potencial de los enterococcos

Los enterococcos son considerados como patdgenos oportunistas emergentes
en humanos, y estdn entre las bacterias mas prevalecientes involucradas en
infecciones adquiridas en hospitales, como por ejemplo bacteremia, endocarditis
bacteriana e infecciones del tracto urinario. Generalmente ocasionan problemas
en pacientes que tienen enfermedades severas o con una Inmunidad muy baja, E.
fascalis es el responsable de la mayorfa de las infecciones (80 a 90%), seguido de

E. faecium (con 5 a 10%).%

A menudo también ocasionan infecciones intra-abdominales y pélvicas, debido a

que éstas usualmente son polimicroblianas® %, Y también se ha reportado acerca
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de infecclones de tejidos y heridas en pacientes con quemaduras y eventualmente

en infecciones de pie diabético®.

Su resistencia a muchos de los antibidticos usados cominmente es la razén por
la que es preocupante su presencia y es un factor que contribuye a la virulencia de
los enterococcos. Esta particularidad se debe a que los enterococcos tienen una
gran capacidad para intercamblar elementos extracromosomales, los cuales
pueden codificar para factores de virulencia y resistencla a los antibiéticos™ . Es
de gran Importancia la resistencia de los enterococcos a la vancomicina, ya que
este antibldtico es considerado como el Ultimo recurso para el tratamiento de
mAltiples Infecciones resistentes. Ademéas, a pesar de que los enterococcos
poseen una patogenicidad intrinseca baja, la presencla de cepas con factores de
virulencla potencial (tales como la habilidad de secretar gelatinasa, citolisina,
hemolisina, y probablemente hialuronidasa, asi como el superéxido extracelular y
producir sustanclias de agregacién y proteinas de superficie extracelular) ha hecho
surgir el debate respecto a la presencia de enterococcos en alimentos®* % _ Pero
es Importante mencionar que un prerrequisito para que el enterococco cause
enfermedad es la presencla de defectos en los mecanismos de resistencla del

hospedero® %,

Dos de las once cepas identificadas por métodos bloquimicos como
Enterococcus faecium fueron alsladas del medio MRS con vancomicina, con lo
cual se puede saber que al menos éstas cepas presentan la reslstencia al

antibidtico.
88



En afos recientes, los enterococcos han estado implicados en Infecciones
nosocomiales, y por lo tanto es necesario evaluar sus aspecios sanitarios,
particularmente los que implican la adquisicién de determinantes de resistencia a
nuevos antibidticos®, Con el fin de poder asegurar que su presencia incidental o
su uso en productos alimenticlos no pudiera tener algun efecto no deseado en la

salud de sus consumidores.

La actividad benéfica de los enterococcos en los alimentos se menciona en el

Aneaxo 21,

6.2.5 Presencla de Lactobacllius pentosus en alimentos
Se ha encontrado a Lactobacillus pentosus en una amplia variedad de alimentos
farmentados, y como podra observarse, al igual que el queso Cotija en su mayoria

son productos elaborados artesanalmente an diversas partes del mundo.

A continuacién se presentan los estudios en donde se ha raportado su presencia
en algunos productos lacteos, mlentras que en el Anexo 22 se mencionan los

astudios en donde se encontr6 a L. pentosus en ofros alimentos.

En un estudlo se caracterizaron los lactobacilos aislados de quesos de cabra
espaiioles y se identificaron 10 especies, entre las cuales se encontrd la presencia
de L. pentosus’® Y esta especie se Identiflc6 como parte de las cepas
predominantes de lactobacilos aislados durante la elaboracion y maduracion de

queso Manchego artesanal.”
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Durante la evolucién de la poblacion microbiana involucrada en la elaboracién y
maduracién del tradicional queso Feta, producido en Greacia, se observéd que
Lactobacillus pentosus fue uno de los microorganismos presentes con mayor

frecuencia durante la maduraclén del queso.®

Lactobacillus pentosus se ha encontrado como una de las especies prasentes

con mayor frecuencia durante la maduracién del queso Fiore Sardo.*

El uso benéfico y la produccién de bacteriocinas como resultado de la actividad

de Lactobacillus pentosus se menciona en el Anexo 23.
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CAPITULQ 7. CONCLUSIONES

Al concluir la determinacion de la dindmica de las poblaciones microblanas
presentes en las dos piezas de queso Cotija artesanal y en la pleza de
manufactura semi-industrial, las cuentas microblanas durante los primeros 100

dfas de maduracién demostraron, para los sigulentes grupos, que én general;

4+ Los mesdfilos aerobios presentan una numerosa poblacién, que se
mantiene en un valor promedio de 6.2 Logiw UFC/gquese, durante la

maduracion de los tres guesos.

]

L3
b

Las levaduras presentan una poblacidén numerosa al iniclo de la maduracion

{mayor a 3 Logio UFC/Qquesc) €N las tres plezas, y después de 100 dias su

presencia es practicamante nula en las piezas de elaboraci6n artesanal,

mientras que en la pieza semi-industrial es una unidad logaritmica mayor a la

poblaclén inicial.

< No logré observarse la presencia de mohos durante su determinacién en
agar papa — dextrosa.

<+ El grupo de BAL es importante numéricamente (entre 5 y 6 Log10
UFC/gqueso).

% La poblacién de collformes disminuye conforme transcurre la maduracion.

Se observd una disminucion en mas del 95% de la poblacion inicial a un

tiempo cercano a los 60 dias de ser elaborado el queso. Este perlodo

corresponde al establecido empiricamente por sus productores como el

minimo necesarlo para ser comerclalizado. Su ausencia se ve relacionada

con:
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v la producclén de acidez en el medio;

v la disminucién del pH, de un valor iniclal de 5.8 a un minimo de 5.4,

v la disminucién de la actividad acuosa, de 0.91 a 0.89. La ausencia de
coliformes se observa al alcanzarse un valor inferlor de ay = 0.890, de
modo que se demostrd que esta propiedad tiene una gran influencia
sobre la cuenta de coliformes y que su variaclén es de gran importancia
para asegurar la eliminacién de los mismos en un alimento artesanal
como el queso Cotija;

* la posible produccién de bacteriocinas provenientes de las BAL.

Las determinaciones fisicoquimicas mostraron que la actividad acuosa
disminuye, mientras que el pH y la acidez muestran comportamientos irregulares
probablemente producidos por la actividad enzimatica que ocasiona la liberacién
de metabolitos diversos, y adicionalmente porque la determinacién de la acidez
titulable involucra otros componentes quimicos que pueden alterar también los
resultados. El empleo de otras metodologias para cuantificar el acido lactico
presente en las muestras podria ser de mayor utilidad para conocer con mas

precision el valor de la acidez producida durante la maduracion.

Se realiz6 la cuantificacion e identificacidn de cepas de BAL aisladas de las dos
piezas de elaboracién artesanal. Este grupo microbiano permanece presente con
una cantidad poblacional casi constante en los primeros 3 meses de maduraclon.
Las cepas identificadas presentaron dos morfologias: cocos y bacilos; se observé

a los primeros como la poblacién predominante y pertenecieron al género
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Enterococcus. Los cocos se lograron identificar mediante diversas pruebas
bloquimicas como Enterococcus faecium, mientras que los bacilos se Identificaron

como Lactobacillus pentosus con un porcentaje de identificacién de hasta 99.9%.

Pudo observarse el efecto de la actividad de las BAL, reflejada en los
parametros fisicoquimicos cuantificados y en su efecto sobre la poblacién de
microorganismos coliformes, como resultado de una posible produccion de

metabolitos inhibidoras y/o bacteriocinas.
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CAPITULO 8. PERSPECTIVAS Y PROYECCIONES A FUTURO

El conocimiento de los microorganismos autdctonos que juegan un papel en la
fermentacién, maduracién y en los mecanlsmos que favorecen la produccién de
sabor en el tradicional queso Cotija es, hasta ahora, muy limitado. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue, inicialmente, cuantificar y trazar la dindmica de
crecimiento de las poblaciones microbianas de mayor Importancia vy
posteriormente aislar e identificar a las BAL presentes en las plezas de queso
Cotija estudiadas. Los trabajos realizados por otros estudiantes en el grupo de

trabajo han contribuido también a generar esta valiosa informacién.

Al aportar mas datos sobre la poblacién microbiana natural presente en
productos de origen lacteo puede ayudarse a prevenir la pérdida de la
biodiversidad microbiana en alimentos tradicionales y consecuentemente evitar
también la pérdida de la amplia variedad de quesos producidos por distintos
métodos, cuyas caracterfsticas artesanales dependen de la region y las
tradiciones locales, asf como de la poblacién microbiana autfctona que esta
presente tanto en la leche cruda como en el amblente originado y que es
seleccionada emplrica e inintencionadamente por las caracteristicas propias y

naturales de elaboracién del queso.

Los resultados de este trabajo representan entonces un acercamiento a la
comprensién de la poblacién microbiana involucrada en la elaboracién del

tradicional queso Cotija.
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Ademads, estos y otros estudios futuros pueden servir como base para la
selecclon de nuevas cepas con el fin de ser utilizadas tanto como cultivos
aspecificos en la produccién a gran escala de quesos tradicionales, o junto con los
cultivos inicladores clasicos para mejorar la elaboracién de los productos lacteos

existentes.

De hecho, la diversidad de cultivos iniciadores para la fermentacién en la
industria lActea es escasa y hay una demanda en aumento, por parte de los
fabricantes de queso, de nuevas cepas, cultivos inicladores y BAL no iniciadoras
(BAL y NSLAB), que muestren efectos benéficos en las caracteristicas del

queso’’.

Estudios posteriores podrian desarrollarse tamblén para comprobar si las
bacterias lacticas del queso Cotija presentan la produccion de bacteriocinas, asi

como su utilidad potencial.

Una determinacién posterior del desempeiio tecnoléglco de las cepas aisladas,
junto con nuevas investigaciones sobre otros grupos especificos de bacterias
presentes en el queso, podrfan conducir a la designacion de cultivos especificos
para emplearse en la produccidn del queso Cotija, con el fin de mejorar y
estandarizar la calidad del producto, y a su vez preservar la poblacién bacteriana
natural que participa en su elaboracién, protegiendo asi las caracteristicas
organolépticas tipicas de este queso artesanal. Y por ultimo, contribuir a la

selecclén de posibles nuevas cepas para la Industria lactea.
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ANEXO 1. Toma de muestras a distintos tiempos de maduracién,

Correspondiente a la seccién: 5.2

Las piezas de queso se muestrearon considerando distintas secciones para cada tiempo.

De cada seccion se tomaron aproximadamente 100 g con el cuchillo estéril, haciendo un

corte profundo como se muestra en la Figura A.

100 g de muestra

Queso Cotija

Figura A. Toma de muestras
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ANEXOQ 2. Preparacién de las Muestras. Correspondiente a la seccién: 5.3.1

Material: (odo ¢l material e instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se

esterilizaron enautoclave, durante 15 minutos a 121 £ 1°C.

Probeta de 100mL

Vasos de precipitados de 1L y 500 mL.

Pipeta automética [Eppendorf, Multipette plus]

Jeringas para la pipeta antomética [Eppendorf, Combitip plus)
Tubos de ensaye de 16 x 150 mm con tapones de metal en gradillas.

Utensilios esterilizables para la obtencién de muestras: espétulas y tenedor.

Reactivos: Agua peptonada al 0.1% como diluyente,

Formulacién

INGREDIENTE CANTIDAD
Peptona [Difco Lote 770154, Detroir Michigan USA] 1.0g
Cloruro de Sodio [1.T. Baker, $/No. Lote, Edo Méx. MEXICO]| 898
Agua destilada 1.0L

Aparatos e Instrumentos:

Autoclave [Yamato Sterilizer SM 300 y Amerex Instruments, Hirayama] con
termémetro y manémetro.

Balanza granataria con sensibilidad de 0.1 g [Sartorius; 1209MP].
Homogeneizador peristéltico (Stomacher) [Seward, Stomacher 400 Laboratory
blender].

Bolsas estériles para homogeneizador peristéltico [Seward, Stomacher 400 Lab
System].

Micropipetas para distribuir 200 [Pipetman, Gilson] y 1000 pL [HTL, Bio-Rad]
Puntas estériles para micropipeta de 200 y 1000ul de capacidad.

Agitador vortex [Thermolyne; M37615)
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Procedimiento:
Se tomaron las porciones adecuadas de cada una de las muestras con una espétula estéril.

1. Se pesaron 10 g de la muestra por analizar en una bolsa pldstica estéril para
Stomacher.

2. Se adicion un volumen de 90 mL de agua peptonada al 0.1% como diluyente, a
una temperatura similar a la de la muestra (temperatura ambiente).

3. Se homogeneizé en el Stomacher a velocidad normal durante 60 segundos.
(Dilucién 10°")

4. Se tomé 1 mL de la solucién de la bolsa con una micropipeta con capacidad de
1000 pL y se transfirié a un tubo de ensaye con 9 mL de agua peptonada al 0.1%
estéril. (Dilucién 10°%)

5. Se agit6 el tubo preparado durante 10 segundos en el vortex y se tomé 1 mL con
una punta nucva en la micropipeta, transfiriéndose a otro tubo con 9 ml. de agua
peptonada. (Dilucién 10)

6. Se repiti6 el paso anterior hasta prepararse la dilucién 10°,

7. Se prepararon dos series de diluciones (A y B) cada una hasta la dilucién 10,
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ANEXO 3. Determinacion de meséfilos aerobios. Correspondiente a 1a seccién: 5.3.2.1.1
Material: Todo el material ¢ instrumentos en contacto con Jas muestras bajo estudio se
csterilizaron en autoclave, durante 15 minutos a 121 £ 1°C,

¢ El material requerido para la preparacién de muestras.
¢ Cajas Petri desechdbles estériles,
* Varillas de vidrio esterilizadas para distribuir el indculo sobre el agar.

¢ Matraz Erlenmeyer de 1000 y 500 mL con tapén de algod6n y gasa.

Medio de cultivo: Agar triptona — extracto de levadura (agar para cuenta estindar)
[Becton Di'c.kinson & Co. Bioxon Lote 5040496, EUA y BD Difco Lote 5076111 EUA).

Formulacién

INGREDIENTE CANTIDAD
Extracto de levadura 25¢g
Digerido pancredtico de casefna 50g
Dextrosa 1.0g
Agar 150¢g
Apua destilada 1.0L

Aparatos e Instrumentos:
* Los necesarios en la preparacion de las muestras.
* Incubadora [Gravity Convection, Incubator E-71] a 37 £ 2 °C con termostato,
provista con termémetro calibrado.
¢ Cuenta colonias con registrador digital [Scienceware, Colony counter F37862-0000,
EUA).

Procedimiento:
1. Se tomaron con una punta estéril en la pipeta automética 0.15 mL de cada dilucién

preparada, se cambié de punta para cada dilucién, y se colocé este volumen sobre

el agar de cuenta estdndar ya solidificado en una caja Petri,
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Se distribuy6 el indculo con una varilla de vidrio esterilizada mediante
movimientos circulares hasta la total absorcién del in6culo en el medio.

Se inocularon las 6 diluciones correspondientes para las series preparadas A y B,
cada una por duplicado.

Se incubaron las cajas inoculadas en posicién invertida a 35 + 2 °C durante 48
horas.

Al transcurrir el tiempo de incubacién establecido se seleccionaron las cajas con
un crecimiento de entre 25 y 250 UFC (unidades formadoras de colonias).

Se contaron todas las colonias desarrolladas en las cajas seleccionadas.

Se reportd el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de

cada muestra analizada de acuerdo a los cdlculos correspondientes.

Cdlculos y Expresidn de Resultados: Realizados de acuerdo a la norma NOM- 092-88A1-

1994:
»

Después de la incubacién, se seleccionaron como adecuadas las placas con un
intervalo de 25 a 250 colonias, contabilizidndolas con el cuenta colonias con
registrador digital. Las placas de al menos una de tres diluciones debfan estar en el
intervalo establecido.

Se multiplicé el nimero de colonias en cada placa por el inverso de la dilucién
correspondiente, se consideraron los criterios especiales mencionados en la norma
para la obtencidén de resultados expresados como unidades formadoras de colonias

(UFC) por gramo de la muestra.

Se redonde6 la cifra obtenida en la cuenta de manera que s6lo se muestren tres
digitos significativos al inicio de esta cifra, en donde los dos dltimos son decimales.
Para redondear, se elevé el segundo dfgito decimal al nimero inmediato superior

cuando el tercer dfgito de la derecha fue cinco o mayor. Si el tercer digito fue cuatro
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0 menos, se reemplazd el tercer digito con cero y el segundo dfgito se mantuvo igual

(Por ¢jemplo: 2417 a 2400).

Ejemplo del Cdlculo:
Tabla A. Ejemplo para la Cuenta de Meséfilos Aerobios
en Agar Cuenta Estdndar a 37°C

Queso 2 — Cotija al tiempo de maduracion ty

Serie : Di]zucién / mimego de co]oniai .
10 10 10 10 10

A = 250 =250 > 250 209 20
As > 250 > 250 > 250 168 25
B, > 250 > 250 > 250 114 11
B, > 250 > 250 > 250 129 8

0 Total Incontable | Incontable | Incontable 155 16

Inverso de la dilucién 155%x 10° | 1.6 x 10"

El valor promedio de las dos diluciones es: 1.5750 x 10°.

La muestra de queso analizada pesé 10g por 1o que en 1g de queso contiene: 1.5750 x 10°.

Pero como la cantidad inoculada en el agar fue de 150 OL (0.15 mL), se convi_erte el

resultado para 1 mL de la dilucién, por lo que se tiene:

1.5750 x 10° UFC - 1 mL
0.15 mL

= 1.05 x 10° UFC.

De modo que el resultado se reporta como 1.05 x 10° UFC/g queso 2 de bacterias mesdfilas
aerobias en placa en agar triptona’ extracio de levadura o agar para cuenta estdndar,

incubadas por 48 horas a 37°C.
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ANEXO 4. Determinacién de mohos y levaduras. Correspondiente a la seccién: 5.3.2.1.2
Material: Todo el material e instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se
esterilizaron mediante una autoclave, durante 15 minutos a 121 £ 1°C.

* El material requerido para la preparacién de muestras.

» Cajas Petri desechables estériles.

¢ Varillas de vidrio esterilizadas para distribuir el inéculo sobre el agar.

¢ Matraz Erlenmeyer de 1000, 500 y 250 mL con tapén de algod6n con gasa.

* Pipetas graduadas esterilizadas de 10 y 1 mL con tapén de algod6n con gasa.

¢ Propipeta con capacidad de 10 mL [Bel-Art products, SCIENCEW ARE, Fast Release
Pipette Pump II Pipettor, EUA]

Medio de cultivo: Agar papa~dextrosa [Becton Dickinson & Co. Difco, Lt 5179955 EUA]

Formulacién
INGREDIENTE CANTIDAD
Almidén de papa 40¢g
Dextrosa 200g
Agar 15.0g
Agua destilada 1.0L

Reactivos: Acido tartdrico estéril al 10 %.

Formulacién
INGREDIENTE CANTIDAD
Acido rartarico 100 g
Agua destilada 100.0 mL

Aparatos e Instrumentos:
* Los necesarios en la preparacién de las muestras,
¢ Incubadora [Precision Gravity Convection Incubator, 4] a 29 + 2 °C con termostato,
provista con termémetro calibrado.
* Registrador mecénico [Bel-Art products, SCEENCEWARE, Colony counter F37862-
0000, EUA].
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Procedimiento:

1.

Se tomaron con una punta estéril en la pipeta automética 0.15 mL de cada dilucién
preparada, se cambié de punta para cada dilucién, y se colocé este volumen sobre
el agar de cuenta estdndar ya solidificado en una caja Petri.

Se distribuyé el indculo con una varilla de vidrio esterilizada mediante
movimientos circulares hasta la total absorcidn del inGculo en el medio.

Se inocularon las 6 diluciones correspondientes para las series preparadas A y B,
cada una por duplicado.

Se incubaron las cajas inoculadas en posicion invertida a 25 + 2 °C durante 3, 4 y
5 dfas,

Al transcurrir el tiempo de incubacidn establecido se seleccionaron las cajas con
un crecimiento de entre 15 y 150 UFC.

Se contaron todas las colonias desarrolladas en las cajas seleccionadas.

Se report6 el mimero de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de

cada muestra analizada de acuerdo a los célculos correspondientes.

Cdlculos y Expresion de Resultados: Realizados de acuerdo a las normas NOM- (092-

55A1-1994 y NOM-111-85A1-1994:

3

s

B

Después de la incubacién, se seleccionaron como adecuadas las placas con un
intervalo de 10 a 150 colonias.

Se multiplicé el niimero de colonias en cada placa por ¢l inverso de la dilucién
correspondiente, al igual que para la cuenta de mesdfilos aerobios.

Los valores finales se redondearon de acuerdo a las indicaciones ya mencionadas en

la determinacién de meséfilos aerobios y el cdlculo se realizé de igual forma.
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ANEXO 5. Determinacién de coliformes totales. Correspondiente a la seccién: 5.3.2.1.3

Material: Todo ¢l material ¢ instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se

esterilizaron en autoclave, durante 15 minutos a 121 + 1°C.
* El material requerido para la preparacién de muestras.

= Tubos de cnsaye de 16 x 150 mm con campanas de fermentacién (tubos de Durham)

y tapones de metal, en gradillas.

Medios de cultivo:

¥ Caldo lauril sulfato de sodio (medio de enriquecimiento selectivo) [Bioxon sin

no.lote Edo. de Méx. MEXICO].

Formulacién

INGREDIENTE CANTIDAD
Perptona de casefna 20.0g
Lactosa 50¢g
Fosfato dipotdsico 275¢g
Fosfato monopotdsico 275¢
Cloruro de sodio 50¢g
Lauril sulfato de sodio 0.10g
Agua destilada 1.0L
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¥ Caldo lactosa bilis verde brillante (medio de confirmacién) [Merck Lote:
VMO010854 302, ALEMANIA].

Formulacién
INGREDIENTE CANTIDAD
Peptona 10.0g
Lactosa 100 g
Sales biliares 200¢g
Verde brillante 0.0133 g
Agua destilada 1.0L

Aparatos e Instrumentos:

® Los necesarios en la preparacién de las muestras.
¢ Incubadora [Gravity Convection, Incubator E-71] a 37 + 2 °C con termostato,
provista con termémetro calibrado.
Procedimiento:
» Prueba presuntiva
1. Se tomé con una punta estéril en la pipeta automética 1 mL de cada dilucién
preparada, se cambi6 de punta para cada dilucién, y se verti$ este volumen dentro
de un tubo de ensayo con 9 mL de caldo lauril sulfato estéril con una campana de
fermentacién.
2. Se agité el tubo inoculado en el vortex durante 10 segundos a una velocidad
media,
3. Seinocularon las 6 diluciones correspondientes para las series preparadas A y B,
cada una por duplicado.
4, Se incubaron los tubos inoculados a 35 + 2 °C durante 48 horas y se observ si se
encontraba la presencia de gas dentro de las campanas de fermentacién y turbidez

en ¢l medio (resultado positivo).
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» Prueba confirmativa.
1. De cada tubo que mostr6 formacién de gas, s¢ tomé 1 mL con una punta estéril en
la pipeta automdtica y se vertié este volumen dentro de un tubo de ensayo con 9
mL de caldo lactosa bilis verde brillante estéril con una campana de fermentaci6n.
Esta operacion se realizé por triplicado para cada tubo con resultado positivo en la
prueba presuntiva.
2. Se incubaron los tubos inoculados a 35 + 2 °C durante 48 horas y se observé si se
encontraba la presencia de gas dentro de las campanas de fermentacién y turbidez

en el medio (resultado positivo).

Cdleulos y Expresion de Resultados:.

Se obtuvo el NMP (Nimero mds probable) al comparar los resultados obtenidos con
las tablas de la norma correspondiente.

TABLA B*
Indice del NMP y limites de conflanza 95% para varias combinaciones de resultados
positivos cuando son usados varios nimeros de tubos. (Diluciones 0.1, 0.01 y 0.001 g)

3 tubos por dilucién 3 mbos por dilucién
combinacién  indice 95% Limites de combinacién  indice 95% Limites de
de del NMP confianza de del NMP confianza
positivos por bajo alte positivas por g hajo alto
0-0-0 0,5 9
0-0-1 3 <0, 9 2-3-0 - - -
0-1-0 3 <05 13 300 23 4 120
0-2-0 - - . 3.0-1 39 7 13
1-0-0 4 D5 20 3-0-2 64 13 380
1-0-1 b 1 21 3-1-0 43 7 210
1-1-0 7 1 n 3-1-1 75 14 230
1-1-1 11 3 16 3.12 120 0 380
1-2.0 11 3 16 3-2-0 93 15 380
2-0.0 9 1 36 3-21 150 30 440
2.0.1 14 3 37 322 210 35 470
2.1-0 15 3 a4 330 240 35 130
2-1-1 11} 7 29 3-3-1 460 n 240
2.2.0 1 " o7 332 1100 150 430
124 2% 10 150 333 >1100 >150  »480
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» Se consider6 la serie de tubos de 1a prueba confirmativa que dio formacién de gas
después del periodo de incubacién requerido y se buscd ¢l NMP en los cuadros
correspondientes.

¥ Se tomaron en cuenta los criterios especiales mencionados en dicha norma. En
cada caso se obtuvo un ndmero de tres cifras, el cnal es representado en los

cuadros de la Tabla B.

v

En la columna que indica el nimero de tubos positivos se busca el fndice del

NMP.

Los Hmites de confianza estdn representados también en los cuadros. Los resultados

obtenidos con ¢sta téenica deben ser utilizados con precaucion.

La técnica de NMP también es llamada técnica de dilucién en tubo, y tiene varias
limitaciones™, proporciona una estimacién estadfstica de la densidad microbiana presente
con base a que la probabilidad de obtener tubos con crecimiento positivo disminuye
conforme es menor el volumen de muestra inoculado, y por lo anterior el NMP es el valor
que resulta de 1a estimacién de .un contenido microbiano, con base en la probabilidad,
cuando se aplica una técnica en tubo de dilucién miiltiple en el andlisis de un producto.
Esta técnica debe seleccionarse cuando la densidad esperada es como mfnimo de una
bacteria en 10 mL de producto liquido o de una bacteria por cada gramo de alimento

s6lido™.
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Ejemplo del Cdlculo:

Tabla C. Prucba Confirmativa para Coliformes en Caldo Lactosa Bilis Verde Brillante

Queso 3 — Sta. Ma. del Oro a1,

Serie Dlll.;%l_(lin / Numcrc; (()lg pruebas pc;i)l_tjwm NMP
A, 0 0 0 <3
As 3 0 0 23
B, 3 3 0 240
B 3 3 0 240

X Total 126.25

De modo que comparando la cantidad de pruebas positivas por cada serie con la tabla B

el valor promedio obtenido para la cuenta presente es 126.25 NMP/g de coliformes totales,

incubados por 48 horas a 37 & 2°C.
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ANEXO 6. Cuantificacién General de BAL. Correspondiente a la seccién: 5.3.2.2

Material: Todo el material e instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se

esterilizaron en autoclave, durante 15 minutos a 121 £ 1°C.
» El material requerido para la preparacién de muestras.

* Cajas Petri desechables estériles.

¢ Varillas de vidrio esterilizadas para distribuir el inéculo sobre el agar.

¢ Matraz Erlenmeyer de 1000 y 500 mL con tapén de al

godén.

Medio de cultivo: MRS (de Man Rogosa Sharpe) [Oxoid Lote 369354 Basingstoke,

Hampshire, INGLATERRA].

Formulacién

INGREDIENTE CANTIDAD

Peptona 10.0g

Polvo “Lab-Lemco” 8.0g

Extracto de levadura 40g

D-Glucosa 200¢g

Acetato sédico - 3H,0 50g

Citrato triaménico 20g

Fosfato écido dipotasico 20g

Sulfato magnésico - TH;0O 0.2g

Sulfato manganoso - 4H;0 0.05

Poliorbato 80 1 mL

Agar 100 g

Agua destilada 10L

Aparatos e Instrumentos:

® Los necesarios en la preparacién de las muestras:
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® Incubadora [Precision® Gravity Convection Incubator, 4] a 29 + 2 °C con termostato,

provista con termémetro calibrado.

¢ Registrador mecénico [Scienceware, Colony counter F37862-0000, EUA].

Procedimiento:

1.

Se tomaron con una punta estéril en la pipeta automéitica 0.15 mL de las
diluciones preparadas 10%, 10 y 10°%, s¢ cambi6 de punta para cada dilucién, y se
colocé este volumen sobre el agar MRS ya solidificado en una caja Petri.

Se distribuyé el inéculo con una varilla de vidrio esterilizada mediante
movimientos circulares hasta la total absorcién del in6culo en el medio.

Se tnocularon las 3 diluciones correspondientes para las series preparadas A y B,
cada una por duplicado.

Se permitio la total absorcién del indculo en ¢l medio y posteriormente se verti6
una sobrecapa de agar MRS de unos dos o tres milimetros de espesor, con ¢l fin
de generar condiciones de microacrofilia.

Se dejo solidificar el medio y posteriormente se incubaron las cajas inoculadas en
posicién invertida a 29 £ 2 °C durante 48 horas.

Al transcurrir el tiempo de incubacién establecido se seleccionaron las cajas con
un crecimiento de entre 25 y 250 UFC (unidades formadoras de colonias),

Se contaron todas las colonias desarrolladas en las cajas seleccionadas.

Se report6 el mimero de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de

cada muestra analizada de acverdo a los célculos correspondientes.

Cdlculos y Expresion de Resultados: Realizados de acuerdo a la norma NOM- 092-SSA] -

1994 y como se especifica para la cuantificacién de meséfilos acrobios.
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ANEXO 7. Aislamiento Selectivo y Cuantificacién de Bacterias Acido Lécticas.
Correspondiente a la seccién: 5.3.3.1
Material: Todo el material e instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se
esterilizaron en autoclave, durante 15 minutos a 121 £ 1°C,
* El material requenido para la preparacién de muestras.
® Cajas Petri desechables estériles.
¢ Varillas de vidrio esterilizadas para distribuir el in6culo sobre el agar.

* Matraz Erlenmeyer de 1000 y 500 mL con tap6n de algodén,

Medios de cultivo: MRS [Oxoid Lote 369354 Basingstoke, Hampshire, INGLATERRA],
KAA [Oxoid Lote 296092 Basingstoke, Hampshire, INGLATERRA] y LM 17 [Oxoid Lote

381745 Basingstoke, Hampshire, INGLATERRA].

Aparatos e Instrumentos:
¢ Los necesarios en la preparacién de las muestras.
* Incubadora [Precision® Gravity Convection Incubator, 4] a 27 + 2 °C con termostato,
provista con termémetro calibrado.
* Incubadora [Gravity Convection, Tncubator E-71] a 37 + 2 °C con termostato,
provista con termémetro calibrado.
* Estufa [Riossa, EC] a 45 % 2 °C con termostato, provista con termémetro calibrado.

¢ Registrador mecdnico [Scienceware, Colony counter F37862-0000, EUA].

Procedimiento:
1. Se tomaron con una punta estéril en la pipeta automdtica 0.15 mL de las

diluciones preparadas 107, 10 107 y 10, se cambié de punta para cada
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dilucién, y se colocé este volumen sobre los 6 agares ya solidificados en cajas
Petri: MRS, KAA, MRS a pH 5, MRS con vancomicina y LM17. Se¢ sembré
también la dilucién 1072 para el medio MRS con vancomicina.

2. Se distribuy$ el inGculo con una varilla de vidrio esterilizada mediante
movimientos circulares hasta la total absorcién del inéculo en el medio.

3. Se inocularon las 3 diluciones correspondientes para las series preparadas A y B,
cada una por duplicado para cada uno de los 6 agares.

4, Una vez absorbido totalmente el inéculo en el medio se procedi6 a verter una
sobrecapa de agar MRS de unos dos o tres milfmetros de espesor, con el fin de
generar condiciones de microaerofilia sobre el medio MRS y se dejé solidificar.
En el caso de los demds apgares no se realizd este paso.

5. Se incubaron las cajas inoculadas en posicién invertida a 29 + 2 °C para el caso
del medio MRS con sobrecapa de agar y MRS con vancomicina, a 37 °C + 2 °C el
medio KAA y un par (por cada dilucién) de cajas petri inoculadas en el medio
LM17, 222 °C + 4 °C el otro par en LM17 y a 45 °C £ 2 °C las del medio MRS a
pH 5. El tiempo y condiciones de incubacién para cada caso se mencionan en la
Figura 4.

6. Al transcurrir ¢l tiempo de incubacién establecido para cada uno de los medios se
seleccionaron las cajas con un crecimiento de entre 25 y 250 UFC.,

7. Se contaron todas las colonias desarrolladas en las cajas seleccionadas.

8. Se reporté el niimero de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de
cada muestra analizada de acuerdo a los cdlculos correspondientes.

Cdlculos y Expresion de Resultados: Realizados de acuerdo a la norma NOM- 092-§5A1-

1994 y como se especifica en la cuantificacién de meséfilos acrobios.
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ANEXO 8. Seleccién y Purificacién de Cepas. Correspondiente a la seccién: 5.3.3.2

Material:

« Asas de siembra microbiolégicas esterilizadas a la flama
* Cajas Petri estériles
» Portaobjetos

Reactivos:

« Reactivos de gram: Cristal violeta, Lugol, Alcohol — Acetona y Safranina
* Aceite de inmersién
* Peréxido de Hidrégeno [HYCEL de México, grado reactivo, Lote 43764]

Aparatos e Instrumentos:

« Las incubadoras necesarias para el aislamiento y cuantificacién de BAL.
¢ Mechero Fischer
+ Microscopio [Olympus CX31RTSF Tokio, JAPON]

Medios de cultive: Los mismos empleados para el aislamiento selectivo y cuantificacién

de BAL

Procedimiento:

1. De las colonias aisladas de ambos quesos en cada uno de los medios se seleccionaron
10 colonias en base a su morfolog(a.

2. Se observé la morfologfa de crecimiento en medio s6lido y se realizaron la prueba de
la catalasa y tincién Gram de las colonias seleccionadas y aisladas en cada uno de los
medios empleados, para verificar que fueran BAL.

3. Todas las colonias se resembraron por estrfa, en el agar correspondiente, al menos 5

veces para su purificacién,
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ANEXO0 9. Conservacién de Cepas Seleccionadas en Perlas de Vidrio Perforadas

(Chaquiras). Correspondiente a la seccién; 5.3.3.3

Material: Todo el material e instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se

esterilizaron en autoclave, durante 15 minutos a 121 £ 1°C.

* Viales de pldstico con fondo céncavo y falldon con capacidad aprox. de 2 mL

[Oxigen o Nalgene].

« Chaquiras lavadas, con 2 mm de didmetro interno.

» Puntas estériles para micropipeta de 200 y 1000p1 de capacidad.

« Tubos para centrifuga [Nalgene] con capacidad de 15 mL.

» Asas de siembra microbiolégicas.

= Pipetas Pasteur de vidrio estériles,
Reactivos:

» Agua destilada filtrada

+ Solucién jabonosa al 1% v/v.

+ Solucién de HC1 1 N.

» Glicerol anhidro [JT Baker MEXICO].

Medios de Cultivo:

» Caldo MRS [Oxoid Lote 411168 Basingstoke, Hampshire, INGLLATERRA]

Formulacion

INGREDIENTE CANTIDAD
Peptona 100 g
‘Lab-lemco’ polvo 80¢g
Extracto de levadura 40¢g
Glucosa 200 g
Teen 80 1 mL
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K.HPO, 20g
Acetato de sodio - 3H,0 50g
Citrato triaménico 20g
Sulfato de magnesio - TH,0 02g

Sulfato de manganeso - 4H,0 0.05g
Agua destilada 1L

» Caldo APT [Becton Dickinson & Co. Difco, Lt 6135181 EUA]

Formulacién
INGREDIENTE CANTIDAD
Triptona 125¢
Dextrosa 10.0g
Extracto de levadura 758
Citrato de Sodio 50¢g
Tiamina hidroclorada 0.001 ¢
Cloruro de Sodio 50g
K2HPO,4 50g
Cloruro de manganeso 0.14g
Sulfato de magnesio 08¢
Sulfato ferroso 0.04 g
Complejo: Mono oleato de
sorbitan 02g
Agua destilada 1L

« Caldo MRS con 15% de glicerol.
+ Caldo APT con 15 % de glicerol.
Aparatos e Instrumentos:
"« Autoclave [Yamato Sterilizer SM 300] con termémetro y manémetro.

» Micropipetas para distribuir 200 [Pipetman, Gilson] y 1000 pl. [HTL, Bio-Red].
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» Apgitador vortex [Thermolyne; M37615].
= Espectrofotémetro [Perkin Elmer Lambda 3A UV/VIS]
» Las incubadoras necesarias para ¢l aislamiento y cuantificacién de BAL.

» Congelador a -76 °C [Revco Technologies USA. Mod. Num.: NU-6613A34)

Procedimiento: Los pasos involucrados en la preparacién de la suspensién de bacterias son:

1.

Preparacidn de las chaquiras: Se lavaron en agua filtrada y se midié el pH del agua. Se

preparé una solucién jabonosa muy diluida en la que se lavaron las chaquiras, se
enjuagaron hasta climinar el jab6n y posteriormente se enjuagaron con una solucién de
HClI dilvido para neutralizar la alcalinidad restante. Se continué el enjuague con agua
filtrada hasta que el pH dcl agua de lavado fue igual al del agua filtrada al inicio. Se

lavaron finalmente con agua destilada y se dejaron secar en una estufa a 45°C.

Preparacién de los viales: Se llenaron los viales con 20 chaquiras cada uno, y se

prepararon 3 viales por cada cepa a conservar. Se taparon y se esterilizaron en autoclave

a 121 °C durante 15 minutos.

Preparaci¢n del medio de suspensién: Se prepararon caldo MRS con 15% de gliéerol y

caldo APT con 15% de glicerol para conservar a las cepas de bacterias licticas aisladas.

Crecimiento_de las bacterias: Se tomé cada colonia seleccionada y pura, crecida

después de 24 horas en su agar selectivo correspondiente y se inoculé en un tubo de
centrifuga estéril con 5mL de caldo MRS estéril 6 5mL de caldo APT esténil. El caldo

empleado dependié de la cepa ‘en estudio, ya que mostraron distinta capacidad de
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crecimiento en ambos medios. Una vez inoculado el tubo se incubé en agitacién

alrededor de 24 horas bajo la temperatura correspondiente a su crecimiento éptimo.

. Preparacién de la suspension de bacterias: Después de incubar cada cepa durante el

tiempo adecuado se tomé una muestra de cada una para cuantificar su densidad éptica.
Se prepar6 una celda de espectrofotémetro con 0.1 mL del caldo inoculado y 0.9 mL
del mismo caldo estéril, se prepard otra celda como blanco con 1 mL de caldo estérl y
se procedié a tomar su lectura en ¢l espectrofotdmetro a una longitud de onda de 600
nm. El fin de este paso es lograr obtener una suspensién bacteriana con una densidad
dptica adecuada para asegurar que cada chaquira pueda portar numerosas células. Cada
cepa report6 una absorbancia mfnima de 0.3 a 600 nm para poder ser procesada para su
conservacién. Se procedié a centrifugar ¢l tubo inoculado a 3600 rpm durante 15
minutos, se realizé después un lavado del pellet celular con agua peptonada al 0.1%,
con el fin de eliminar residuos del medio. Se centrifugé nuevamente a 3600 rpm
durante 15 minutos, se eliminé cl‘ sobrenadante y el pellet se resuspendié con el caldo

apropiado (MRS o APT) con 15% de glicerol.

. Distribucién de la suspensign: Con una pipeta Pasteur estéril se tom6 un volumen de la

suspensién bacteriana en medio con glicerol y se procedié a llenar los viales
correspondientes para cada cepa por triplicado. Una vez llenos se comprobé que
ninguna chaquira tuviera aire en su interior, se logré expulsar el aire con golpes suaves
en las paredes del vial. Se eliminé el exceso de suspensién en la superficie, hasta cubrir

por completo el volumen ocupado por las chaquiras.
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7. Congelacién _y almacenamiento de los viales: Cada vial preparado se etiquetd

adecuadamente para identificar el nimero de cepa, el medio del que fue aislado y el
nimero de la pieza de queso de donde se aisld. Se colocaron dentro de contenedores de
cart6n con tapa, para evitar la acumulacién de hielo sobre los viales. Adicionalmente se
etiquetd cada caja con las indicaciones de las cepas contenidas, del medio en el que se
encuentran suspendidas y cudl es el medio Sptimo para su recuperacién. Los

contenedores se colocaron en el ulracongelador a -76 °C.,
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ANEXO 10. Patrén de fermentacién de carbohidratos.

Correspondiente a la seccién: 5.3.3.4,1

Material: Todo el material e instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se
esterilizaron en autoclave, durante 15 minutos a 121 + 1°C.
« Puntas estériles para micropipeta de 200 y 1000pL de capacidad.
» Tubos para centrifuga [Nalgene] con capacidad de 15 mL.
+ Asas de siembra microbioldgicas

« Gradilla

Reactivos:
» Apua destilada estéril
+ Solucién fisiol6gica (NaCl al 0.85%) a pH 7
¢ Aceite de parafina estéril [BioMérieux Lot. 795355101)

* Galerfas API 50 CH [BioMérieux]

Medios de cultivo:

» Medio APT 50 CHL [BioMérieux]
Formulacion

Ingrediente Cantidad

Polipeptona

(Origen bovino/porcino) 10g

Extracto de levadura 5g
Tween 80 1 mL
Fosfato dipotisico 2g
Acetato sédico 5g
Citrato diaménico 2g
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Sulfato de magnesio 020¢

Sulfato de manganeso 0.05g

Pirpura de bromocresol 017g
Agua desmineralizada 1000 mL

» Caldos MRS y APT estériles.

Aparatos e Instrumentos:

+ Autoclave [Yamato Sterilizer SM 300] con termémetro y manémetro,

« Micropipetas para distribuir 200 [Pipetman, Gilson] y 1000 pL [HTL, Bio-Red].

« Agitador vortex [Thermolyne; M37615].

» Espectrofotometro [Perkin Elmer Lambda 3A UV/VIS]

¢ Incubadora con agitacién constante y baflo de agua [Lab-line Instruments Inc.
Shakerbath] a 22°C.

= Incubadora con agitacién constante [New Brunswick Scientific. Innova 40] a 30°C.

« Incubadora con agitacién constante [New Brunswick Scientific. Innova 4000] a 37°C.

* Programa informético de identificacion [APILAB Plus V.3.3 BioMéricux Copyright

1990]

Procedimiento:

1.

Se retir$ del congelador a -76 °C uno de los viales de cada cepa a analizar. Se retiré una
de las chaquiras y se introdujo a un tubo de centrffuga con 5 mL de caldo MRS o APT,
segin la cepa correspondiente. Se dejé en incubacién a la temperatura adecnada de
crecimiento por un tiempo entre 18 y 24 horas, de acuerdo al tiempo Sptimo de cada
cepa para encontrarse c¢n el punto entre la fase logaritmica y la estacionaria de

crecimicnto.
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. Al transcurrir la incubacién se centrifugé ¢l tubo inoculado a 3600 rpm durante 15 min.
Se eliminé el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié con 2 mL de la solucién
fisiolégica cstéril para realizar un lavado. Se centrifugé nuevamente bajo las mismas
condiciones y se realizé una segunda resuspensién en la solucién fisiolégica seguida de

un segundo lavado y centrifugacién.

. El pellet celular se resuspendié de nuevo en 2 mL de solucion fisiologica y esta
suspension celular se adicioné poco a poco, en volimenes de 50 a 100pL, a un tubo con
5 mL de agua destilada estéril, hasta igualar una densidad Optica de 0.468 en
espectrofotémetro a 600 nm. El volumen necesario para lograr esa densidad éptica se

[Ten 1)

denomind como “n".

. Se prepararon las galerfas API 50 CH sobre las cdmaras de incubacién con un poco de

agua destilada estéril dentro de los alvéolos del fondo para crear una atmésfera hiimeda.

Se abrié una de las ampolletas con el medio API 50 CHL y se inoculd con una cantidad

de suspensién igual a 2 veces el niimero de gotas necesarias (2n).

. Se homogenizé el medio y se procedié a repartir con la micropipeta 100 pL en cada uno
de los microtubos de las palerfas API 50 CH preparadas, y se cubrié cada uno con una o
dos gotas de aceite de parafina para generar condiciones de anaerobiosis. Se etiquet6
adecuadamente cada cdmara de incubacién sobre la lenglieta con la referencia de la

cepa correspondiente,

Se incubaron a 29 +2°C 6 a 37 + 1°C segiin la cepa analizada durante 48 horas.
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Expresion de Resultados:
1. Se observaron los resultados de la lectura de las galerfas para cada cepa al transcurrir 24
y 48 horas de incubacién, Se interpreté cada ensayo como positivo (+) o negativo (-) y

se anotd en la hoja de resultados correspondiente.

2. Los resultados obtenidos para el caso de algunas cepas se compararon con la base de

datos del programa informético de identificacién, mientras que las demds cepas se

sometieron a otras pruebas bioqufmicas para su identificacién.
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ANEXO 11. Crecimiento en agar Infusién Cerebro Corazén (BHI).

Correspondiente a la seccion: 5.3.3.4.2

Material: Todo el material ¢ instrumentos en contacto con las muestras bajo estudio se
csterilizaron mediante una autoclave, durante 15 minutos a 121 + 1°C,
« Puntas estériles para micropipeta de 200 y 1000uL de capacidad.
* Tubos para centrifuga [Nalgene] con capacidad de 15 mL.
« Asas de siembra microbiolégicas
» Gradilla
 Portaobjetos de vidrio
« Cajas Petri desechables estériles

« Matraz Erlenmeyer de 1000 y 500 mL con tap6n de algodén.

Medios de cultivo:
» Caldos MRS y APT estériles.

» Agar BHI

Aparatos e Instrumentos:
» Autoclave [Yamato Sterilizer SM 300] con termémetro y manémetro.
* Micropipetas para distribuir 200 [Pipetman, Gilson] y 1000 pL [HTL, Bio-Red].
» Agitador vortex [Thermolyne; M37615).
» Las incubadoras necesarias para el aislamiento y cuantificacién de BAL.
« Mechero Fischer

* Microscopio [Olympus CX31RTSF Tokio, JAPON]
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1.

Procedimiento:

Se retird del congelador a -76 °C uno de los viales de cada cepa a analizar. Se retiré una
de las chaquiras y se introdujo a un tubo de centrifuga con 5 mL de caldo MRS o APT,
segiin la cepa correspondiente. Se dejé en incubacién a la temperatura adecuada de

crecimiento por 24 horas.

Al transcurrir la incubacién se tomé una asada del caldo y se sembr6 por estrfa sobre
una caja petri con agar BHI previamente etiquetada con el nimero de la cepa

correspondiente.

Se dejd en incubacién durante 24 horas a la temperatura correspondiente para cada

cepa.

Al término de la incubacidn se observd ¢l crecimiento y pigmentacién de las colonias

en el agar BHI y se anotaron las observaciones.

Finalmente se realizé el frotis y tincién de Gram para cada cepa con el fin de comprobar

su morfologfa al microscopio.

Expresion de Resultados:
1.

Se observé la coloracién de las colonias en el agar BHI y se reporté como pigmento

amarillo positivo (+) o pigmento amarillo negativo (-).
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ANEXO 12. Determinacién de la Actividad Acuosa (ay).

Correspondiente a la seccién: 5.4.2

Material:

o Espétula

o Celdas de pldstico para contener la muestra dentro del higrémetro.

Aparatos e Instrumentos:

* Higrémetro [Rotronic Instrument corp., Aw Quick. Censor Aw VC Rotronic],

Procedimiento:

1.

Se calibré el aparato con soluciones de a,, conocido:

NaCl a, tedrico: 0.76 experimental: 0.755
K2504 aw teérico; 0.97 experimental: 0.982

2. Se colocé una porcién de la muestra fraccionada de queso Cotija dentro de la
celda de pldstico.

3. Se introdujo la celda con la muestra dentro de una cdpsula provista de un censor
para ay, conectado al higrémetro,

4. Se realizé la lectura directamente en el higrémetro, obteniéndose los valores
correspondientes a cada muestra.

Expresién de Resultados:

1.Se anot6 el valor absoluto reportado por el aparato.
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ANEXO 13, Determinacién del pH. Correspondiente a la seccién: 5.4.3
Material:
* Espétula
« Matraces Erlenmeyer de 250 mL
» Vasos de precipitados de 100 y 250 mL.
* Gasa

+ Probeta graduada de 100 mL.

Aparatos e Instrumentos

+ Balanza analitica con sensibilidad de 0.0001g [OHAUS Voyager, V10640].
e Incubadora con agitacién [Lab-Line Instruments inc., Lab-Line Orbit Environ

Shaker].
» Potenciémetro [Beckman ¢34 pHMeter).

Reactivos:
* Agua destilada a pH 7 a una temperatura de 40°C.
« Solucién buffer estdndar a pH 7.
+ Solucién buffer estdndar a pH 4.

Procedimiento:

1. Se calibr6 el potenciémetro con las soluciones buffer a pH 7 y 4.

2. Se colocaron 9g de la muestra fraccionada en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y
se adicionaron 100 mL de agua destilada ajustada en el momento de la
determinacibnapH7 +£0.2 a 40+2°C.

3. Se agité el matraz con el agua y la muestra a 250 rpm. durante 15 min. a una

temperatura <30°C en la incubadora.
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4. La soluci6n del matraz se filir6 mediante un pedazo de gasa, con el objetivo de
evitar ¢l paso de los s6lidos suspendidos y los glébulos de grasa del queso.
5. Se hizo la lectura del filtrado en el potenciémetro provisto de un electrodo de

membrana de vidrio junto con el electrodo tipo.

Expresion de los resultados:

1. La lectura s¢ hizo directamente en el potenciémetro, se anoté ¢l valor reportado.
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ANEXO 14. Acidez como Porcentaje de Acido Léctico. Correspondiente a la seccién: 5.4.4

Material.
¢ Los necesarios para la determinacién de pH.
¢ Bureta de 50 mL
* Pipetade 25 mL

Aparatos e Instrumentos
* Los necesarios para la determinacién de pH.
Reactivos:
¢ Solucion valorada de NaOH 0. 1N [HYCEL de México §.A, de C.V. Lote: 116731].

* Solucitn indicadora de fenolftalefna al 1% en etanol al 70%.

Procedimiento:
1. Se tomd una alfcuota de 25 mL a partir del filtrado obtenido durante la
determinacién del pH, y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 250 mL.
2. Se adicionaron de dos a tres gotas del indicador de fenolftalefna..
3. Se titulS la solucién del matraz con NaOH 0.1N hasta observar el punto de vire

caracterfstico (rosa tenue),

Cdlculos y Expresion de Resultados:

Se calculd la acidez expresada como porcentaje de dcido lictico a partir de la

siguiente férmula:

VxNx9
% 4cido lictico=——— x 100
M x 1000
Donde:

V = Volumen ¢n mililitros de hidréxido de sodio consumido en la titulacidn.
N = Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio.
90 = Equivalentes del dcido ldctico.

M = Peso en gramos de 1a muestra.
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Tabla D. Resultados para la Dindmica de Poblaciones Microbianas

Tiempo desde
la elaboracién

(dlas)

Pruebas microbioldgicas

ANEXO 15, Resultados de la Dindmica de Poblaciones. Correspondiente a la seccién: 6.1.1

Mesofilos acrobios

(UFC/g quew)

Levaduras

(UFC/Eques0)

Mohos

(UFC/gquaro)

Coliformes

(NMP/ggucne)

BAL

(UFC/gquenc)

(1p) 20

487x10

3.50 x 10*

Ausencia

447.5

8.26x 10°

(t,) 38

6.29 x 10°

2.56x 10°

Ausencia

12,25

1.63 x 10°

(12) 58

422 x 10°

8.82 x 10°

Ausencia

<3

6.20 % 10°

(t) 78

2.96 x 10°

9.07x 10°

Ausencia

<3

378 x 10°

{t) 101

1.88 x 10°

333

Ausencia

)

713 x 10°

(to) 17

1.05 x 10°

1.91 x 107

Ausencia

80.25

3.16x 10°

(t) 35

2.13x 10°

331x10°

Ausencia

401

5.05x% 10°

(tz2) 55

3.13x10°

3.18x10°

Ausencia

1.30x 10°

(t3) 75

713 10°

6.62x 10°

Ausencia

138 x 10°

(1) 98

6.01x10°

148 x 10°

Ausencia

<3

6.54x10°

(to) 15

2.00x 107

1.45x 10*

Ausencia

126.25

143 x 10°

(t)33

3.13x10°

344 x 10°

Ausencia

292

932x10°

(t2) 53

1.09 x 10°

1.75x 10°

Ausencia

13

121 x 10°

()73

1.10 x 10°

1.35x 10

Ausencia

213x 10°

(t) 96

736 x 10°

5.00

Ausencia

5.17x 10
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Tabla E. Resultados para la Dindmica de Poblaciones Microbianas

Expresados Logarftmicamente

E————— ——
Prucbas microbioldgicas
Tiempo desde
Muestra Mesofilos aerobios Levaduras BAL
la elaboracién (dfas)
Logio(UFC/g quew) | Logio (UFC/gyuon) | Logto (UFC/gueso)
(to) 20 7.69 4.54 6.92
(t)) 38 6.80 5.41 6.21
(t2) 58 6.63 5.95 6.79
(t3) 78 6.47 5.96 6.58
(ts) 101 6.27 0.52 5.85
(to) 17 6.02 3.28 5.50
()35 6.33 5.52 5.70
(t2) 55 5.50 5.50 6.11
(ta) 75 5.85 5.82 6.14
(ts) 98 5.78 417 5.82
(tg) 15 7.30 4.16 6.16
(1) 33 5.50 354 597
(tz) 53 6.04 324 5.08
(t3) 73 6.04 1.13 533
(t4) 96 4.87 0.70 4N

Se calculd el logaritmo en base dicz de las cuentas obtenidas para cada tipo de
microorganismo cuantificado expresdndolo como login (UFC/g) —con excepcidn de los
microorganismos coliformes. Esto con el fin de facilitar la observacién de las grificas
carrespondientes (Grdficas 1, 2 y 3) y visualizar mejor la tendencia de crecimiento

mostrada por la microbiota en cada pieza de queso analizada,
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ANEZXO 16. Resultados Fisicoquimicos. Correspondiente a la seccion: 6.1.2

Tabla F. Resultado de las pruebas fisicoquimicas

Tiempo desde 1a Pruebas fisicoguimicas

elaboracién (dfas) | pH % Acido Léctico | Aw ; Temperatura (°C)
(1) 20 5.83 0.303 0914 ;242
(1) 38 541 0257 0.890; 21.9
(1) 58 5.53 0257 0.883;22.8
(13) 78 5.57 0.255 0.872,22.6
(ty) 101 5.40 0.290 0.787;23.6
) 17 621 0.193 0.8995 ; 24.55
(1) 35 5.55 0.220 0.888;22.2
(t;) 55 5.57 0.217 0.877 ;229
(ty) 75 5.50 0.280 0.861;22.1
(ts) 98 571 0.163 0.828 ; 23.8
(to) 15 5.89 0.310 0.915; 24.65
(t;) 33 5.33 0.297 0911;224
(t) 53 531 0.293 0.904 ;227
()73 5.32 0.397 0.899;22.3

t4) 96 5.25 0.337 0.887;234
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ANEXO 17. Hojas de Resultados de las Pruebas de Fermentacion de CHO's. Comespondiente a las secciones: 6.2.3.1 y 6.2.3.3

Tabla G. Cepa 8 aislada del quese 1 en el medio KAA. Incubacién

en medio 50 CHL a 37° C, por 48 hrs. (E. faecium)

i

LARL
GNT
2K
5K

Tabla H. Cepa 9 aistada del queso 1 en el medio KAA. Incubacién en medic 50 CHL a 37° C, por 48 hrs_ {E. faecium)
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Tabla L Cepa 2 aislada del queso 3 en el medio KAA. Incubacién en medio 50 CHL a 37° C, por 48 hrs. {E. faecium)

oflitfziaf]s|s]|7]|s|sm|n||n|u|s|elr|t@Exla|z|s 35|26 27|28 |20 3132|3334 |3s 3637 |36 ||| pEH O 4 45 |4 |a7] 45|40
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Tabla J. Cepa 6 aislada del queso 3 en el medio KAA. Incubacién en medio 50 CHL a 37° C, por 48 hus. (E. faecium)

=|>=l3 WWMXLUUEEALOWRMMGYE.CL IR IFIEIE R R HEHEAHEREIEEEE ole
5 A HEFE g R = Z|E
sEEEEEHEEE HEEHEEEEE BB HEEHNH EHEBHBHEEEH EH B EHEHEREE
Tabla K. Cepa 1 aislada del queso 1 en el medio LM17 a 22° C. Incubacién en medio 50 CHL a 29° C, por 48 hrs. (£. faecium)

o123 S|el7]a|se|n|12|B3|4|15716]17| 1% oW 223 25|26 |27 (2B |29 30 |31 |32 (33|34 (3536 |37 [38| %] a0 4] d3 | 44 (45 (a6 |47 ]| 48] 43
PEEY BRI E I I I S R R AR B P I R I I -1+ f+ + |+ |+ v+ eb+ ]+ + -+ B IS I A B e
< = <] Ul
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NG RMMMMM&RM%MDMM 218|313 EmCMMMMmmMmmmnGwm mwmmcmm

Tabla L. Cepa 11 aislada del queso 3 en el medio LM 17 a 22° C.. Incubacién en medio 50 CHL a 29° C, por 48 hrs. {(E. faecium)
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Tabla M. Cepa 3 aislada del queso 1 en el medic LM17 a 37° C. Incubacién en medio 50 CHL a 37° C, por 48 hrs. (E. faecium)
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Tabla N. Cepa 7 aislada del queso 3 en el medio LM17 a 37° C. Incubacién en medio 50 CHL a 37° C, por 48 hrs. (£. faecim)
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Tabla S. Cepa 8 aislada del quesc 1 en el medic MRS + V. Incubacién en medic 50 CHL a 29° C, por 48 hrs. (E. faecium)
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Tabla U. CLAVE para identificar la relacién de los ensayos para carbohidratos en cada galeria

o] o Testigo [10] GAL | D-Galactosa_|20| MDM | Metii-aD-Manopiranosida |30 MEL | D-Melibiosa |40 TUR D-Turanosa
| GLY | Glicerol |11| GLU | D-Glucosa 1| MDG | Metil-aD-Glucopiranosida |3] SAC | D-Secarosa |41 LYX D-Lizosa

2| ERY | Enwol _[12| FRU | D-Fructosa || NAG | Neacetilglucosamina__|32| TRE | D-Trehalosa |2] TAG D-Tagatosa

3 | DARA | D-Arabinosa 13| MNE | D-Manosa 3] AMY Amigdalina 33| INU Inolina 43| DFUC D-Focosa

4 | LARA | L-Arabinosa |14 SBE | L Socbosa_|p4| ARB Arbutina 34| MLZ | D-Melezitosa |44 LFUC L-Fucosa

S| RIB | DRibosa |15/ RHA | LRhamnosa 5] ESC | Esculina + Citrato Fémico |35 RAF | D-Rafinosa |45|DARL D-Arabiol

§ | DXYL| D-Xilosa [16| DUL | Dalciol 5] SAL Salicina %| AMD |_Almidon _|%LARL L-Arabitol

7] LXYL | L-Xilosa |17 INO | Inositol 7] CEL D-Celobiosa 37/GLYG| Glicégeno _|+7] GNT | _ Giuconato Potasico
3| ADO | D-Adonitol [18| MAN | D-Manitol P3| MAL D-Maltosa %] XLT | Xilitol 2KG_|2-Cetogluconato Potasi
9| MDx | MBD- 1o SOR | D-sorbitol fosl LAC | D-Lactosa(origen bovioo) [ GEN | Geatiobiosa 44 SKG |{5-Cetogluconalo

136



ANEXO 18. Caracterizacién de BAL por métodos moleculares®. Correspondiente a la
seccién: 5.3.3,

Como parte de otra investigacién® en el grupo de trabajo se procesaron 24 cepas, ¢s
decir, el 58.5% del total de cepas ya conservadas en chaquiras. Se emple6 la electroforésis
en gel con gradiente desnawralizante (DGGE) para correr el ADN de las cepas
seleccionadas. Estas se agruparon de acuerdo a la posicién de las bandas que presentaron,
juntando en un mismo grupo a las bandas con igual posicién. Se seleccionaron 7 cepas (por
presentar un patrén clectroforético diferente por el método de DGGE y haberse aislado de
distintas piezas de queso en diferentes medios selectivos) y se procesaron para conocer su

identidad mediante la secuenciacién de la regién V3% del gen ribosomal 165 rARNY’.

Los métodos moleculares aportan informacién valiosa acerca de las comunidades
microbianas, en oposicién a las técnicas basadas inicamente en el cultivo en placa. El gen
165 rARN es el blanco de los cebadores para diversos estudios, porque estos genes estdn
presentes en todos los organismos, ticnen regiones bien definidas para la clasificacién
taxonémica que no son sujetas a la transferencia horizontal, presentan una frecuencia de
mutacién muy baja, y porque se cuenta con una amplia base de datos disponible.
Tedricamente, usando ¢l DGGE se puede separar ADN con un par de bases de diferencia.
Al secuenciar las bandas seleccionadas por ¢l DGGE se puede obtener informacién acerca

de microorganismos especificos.*
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ANEXO 19. Importancia de Enterococcus en leche y su presencia en productos lécteos.

Correspondiente a la seccién: 6.2.4.1.

Al identificar las cepas de BAL aisladas en muestras de “kule naoto” -la leche fermentada
tradicional de la comunidad Maasai en Kenia- se encontré que dentro de las cepas cocoides

un alto porcentaje perteneci6 al género Enterococcus faecium.”'

Enterococcus faecalis, E. faecium y E. durans son las especies encontradas con mayor
frecuencia cn los alimentos ldctcos, en donde pueden tener un papel importante ¢n la
determinacién del sabor y textura del queso. Las actividades proteolitica y esterolftica que
algunas cepas de enterococcos poseen, as{ como su habilidad para metabolizar el citrato,

pueden contribuir a la maduracién del queso y el desarrollo de sabor.*

Debido a estas interesantes cualidades metabélicas, se ha propuesto que los enterococcos
se empleen como parte de los cultivos iniciadores en diferentes quesos europeos, como por

46,74,15, 76

ejemplo el queso Feta , ¢l Mozzarella® y el Cebreiro'”,

Se han encontrado presentes en grandes cantidades en quesos tradicionales producidos ¢n

el drea del Mediterréneo, hechos tanto con leche pasteurizada como cruda,> &6 3 78

Los resultados del estudio de Madrau, Mangia et. al.”® mostraron que la actividad
fermentativa en ¢l queso Pecorino Sardo se lleva a cabo principalmente por cocos meséfilos

y terméfilos, mientras que en las dltimas fases de maduracién predominaron los bacilos. Se
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encontr$ la presencia de enterococcos tanto en la leche como en el queso y sus cuentas

incrementaron significativamente durante ¢l periodo de maduracién estudiado.

Se ha descrito, ademds, que es comidn observar la recuperacién de especies de
enterococcos en quesos elaborados con leche cruda de ovcja”' % La presencia de
Enterococcus spp. ha demostrado ser importante en el desarrollo de sabor durante la
maduracién de los quesos, a pesar de que en algunos casos también pueden ocasionar la

descomposici6n del queso™.

En ¢l estudio de la diversidad bacteriana en el queso artesanal Pecorino Siciliano se

encontrd la presencia de Enterococceus faecalis y Enterococcus hirae 5

Ademis, se ha reportado que Enterococcus faecium se encontré presente en todas las

etapas de elaboracién y maduracién del queso griego tradicional Feta,

Al estudiar la diversidad bacteriana presente en un queso suave tradicional de Marmecos

se encontré también la presencia de Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis.*

En el queso Tetilla se observé que una de las especies més frecuentemente encontradas

fue Enterococcus faecalis, y se encontré también Enterococcus faecium.*
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ANEXO 20. Enterococcos presentes en otros alimentos fermentados. Correspondiente a la

secaidn: 6.2.4,

En un estudio realizado para conocer la microbiota participante en la fermentacién
artesanal de salchichas deshidratadas producidas en Argentina se encontré la presencia de

Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis.™

Se llevé a cabo un trabajo en el que se identificaron cepas de enterococcos aisladas de
una gran variedad de alimentos de origen animal, frescos y preparados. Su identificacién se
llevé a cabo usando pruebas bioquimicas y se encontraron cepas principalmente de
Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis. Casi todas las cepas aisladas de quesos
duros madurados y de preparaciones combinadas con queso y carne se identificaron como
Enterococcus faecium, mientras que Enterococcus faecalis fue la especie més frecuente
aislada de crustdceos. En carne y productos cirnicos Enterococcus faecium y Enterococcus

faecalis fueron menos frecuentes.”'
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ANEXO 21. Actividad de los enterococcos en alimentos. Desarrollo de sabor, probidticos y

produccién de bacteriocinas. Correspondiente a la seccién: 6.2.4,

Los enterococcos presentan una mayor actividad proteolftica que otras BAL y esto se
considera importante para la maduracién de los quesos. El efecto benéfico de los
enterococcos en la elaboracion de quesos también se ha atribuido a la hidrélisis de la grasa
en Ia leche, mediante esterasas. Adicionalmente, los enterococcos producen componentes
saborizantes tipicos, como acetaldehfdo, acetofna y diacetilo. El papel benéfico de los
enterococcos en ¢l desarrollo de aroma en los quesos ha propiciado la inclusidn de cepas de

€nterococcos en ciertos cultivos iniciadores.

Muchas cepas relacionadas en la produccién de queso tienen la habilidad de producir
bacteriocinas en contra de patdgenos o bacterias que descomponen los alimentos, por lo que

ofrecen una herramienta para mejorar la calidad sanitaria del alimento,”” ™ 7%

Los enterococcos producen una amplia variedad de péptidos antimicrobianos que se han
descrito para muchas otras de las cepas de BAL y se ha descrito ademds la actividad de los

enterococcos en contra de CI tyrobutyricum.¥

Ademés pueden ser usados exitosamente como probiéticos”” *°. Tanto E. faecalis como
E. faecium se han utilizado como probidticos, la cepa SF68 de E. faecium se ha estudiado a

detalle para el tratamiento de la diarrea®.

141



ANEXO 22. Presencia de Lactobacillus pentosus en alimentos. Correspondiente a la

seccidn: 6.2.5.

Se ha reportado que Lactobacillus pentosus es responsable de la mayorfa de las
fermentaciones a las que son sometidas las aceitunas de mesa en su proceso de elaboracién,

un sector con una produccién mundial de aproximadamente 1.700.000 toneladas al afio.”®

Se sabe que Lactobacillus pentosus participa en la fermentacién del Paocai, un alimento

chino elaborado con col, medianamente salado y de fermentacién acido-l4ctica.®®

También se ha reportado que Lactobacillus pentosus estd presente como una bacteria
dominante en la poblacién microbiana que participa en la fermentacién de una bebida
tradicional llamada Cauim. Esta bebida es elaborada por la tribu Tapi'itiwa o Tapirapé, en

Brasil y se prepara principalmente con mandioca, ademds de arroz, mafz y cacahuate.>

Se aislé a Lactobacillus pentosus en un estudio para caracterizar y definir las propiedades
bioqufmicas de las BAL predominantes en mandioca fermentada de Sudéfrica, Benin,

Kenia y Alemania.*’

Se realizé un estudio de la diversidad de BAL presentes en las masas para preparar los
panes tradicionales Carasau, Moddizzosu, Spianata y Zichi, elaborados en Sardinia, Italia.
Y se observé que Lactobacillus pentosus predominé en la microflora ldctica en la mayorfa

de las muestras de masa analizadas,'8
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Al estudiar 1a microbiota presente en salchichas fermentadas, ¢laboradas tradicionalmente
en Grecia, se observé que las BAL eran las especies dominantes al final de la fermentacion,
y su identificacion revel$ que la mayorfa de los lactobacilos aislados pertenecfan a las

especies Lactobacillus plantarum y Lb. pentosus.”

La presencia de Lactobacillus pentosus como parte de la poblacién de BAL aisladas

durante la fermentacién espontfinea de las berenjenas “Almagro".70

Por otro lado, se ha encontrado también a Lactobacillus pentosus al realizar la
caracterizacién de BAL aisladas de la materia prima cruda (pescado, arroz, ajo y hojas de
plétano) con que se elabora el som-fak, un producto tailandés de pescado fermentado. Y se
observ$ ademds que la fermentacién del alimento estuvo dominada por Lactobacillus

pentosus y Lb. plantarum.%®
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ANEXO 23. Lactobacillus pentosus. Uso benéfico y produccién de bacteriocinas.

Correspondiente a la seccién: 6.2.5.

Una empresa japonesa, productora de bebidas, anuncié un estudio realizado en el que se
descubrieron propiedades unicas de la actividad de Lactobacillus pentosus'®. Los
experimentos se llevaron a cabo con animales y seres humanos, para probar la efectividad
de algunos productos fermentados con una cepa de L. pentosus (la S-PT84) elaborados con
ajonjolf, soya o el alga marina konbu. Y los resultados demostraron que al ingerir estos
productos lermentados se observé una activacidn efectiva de las célulag “Natural Killer”,
un tipo de linfocitos relacionados a las funciones inmunes, concluyendo que la actividad de

esta cepa ayuda a incrementar el sistema inmune. 104

El Boza es una bebida tradicional fermentada con bajo contenido de alcohol, producida
en Bulgaria y preparada a partir de una combinacién de dilerentes cereales como cebada,
avena, mijo, mafz, trigo o arroz. Al identificar a las BAL que participan en su elaboracién
se encontré la presencia de L. pentosus'. Se realizé también un estudio para detectar las
BAL productoras de bacteriocinas en esta bebida y L. pentosus demostré esta actividad®,
Posteriormente se determinaron las condiciones necesarias para optimizar la produccién de

la bacteriocina producida por L. pentosus® aislado del Boza,
Estd reportada la produccién de la bacteriocina B96 de cepas de aisladas de L. pentosus

durante la fermentacién de aceitunas verdes en salmuera. Y se considera que al conocer las

condiciones adecuadas para optimizar su produccién podrian usarse dichas condiciones
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para favorecer la produccién de la bacteriocina “in situ” y contribuir a incrementar el

control microbiolSgico del proceso de elaboracién de aceitunas,”

De un jamdn fermentado tradicional chino, llamado Xuan-Wei, se ha aislado a
Lactobacillus pentosus y se ha estudiado su capacidad para producir una bacteriocina,
denominada “pentocina 31-17, con una gran capacidad antimicrobiana, activa contra
bacterias Gram positivas, incluyendo a Listeria spp, Streptococcus spp., Pediococcus spp. y

Escherichia spp. "%
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