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Muestra 
Concentración 

(ng/µL) 
Relación 
A260/280 

1 4.723 2.014 

2 23.71 1.557 

3 11.54 1.913 

4 33.71 1.899 

5 10.75 2.595 

6 13.51 1.976 

7 16.21 1.84 

8 4.42 2.496 

9 7.98 2.028 

10 19.17 1.927 

11 12.59 1.938 

12 7.45 2.12 

C 13.02 1.91 

D 13.29 2.25 

E 10.02 1.897 

F 11.69 1.905 

G 9.28 1.881 

H 5.03 2.179 
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Muestra Concentración 
(ng/µL) 

1 641.58 
2 768.3 
3 349.96 
4 377.96 
5 425.9 
6 482.38 
7 600.58 
8 651.46 
9 493.26 

10 412.61 
11 624.27 
12 640.15 
C 613.06 
D 452.74 
E 444.3 
F 492.06 
G 446.1 
H 479.92 



�

� I*�

�
�����
6
�
B�����
�,���(	���,��
���)L)�,'�
�

��
#��
���//&�=�,���������������,�/E����,�������
��������:������,�����7�������������,���������&���������

�����,�������������1�μμK��
-	.���������������
,���*007��$���,�����&���H������!�,�������
������.�S,�����,�S,��������������)�2��

�
�


�7,��C&�'�,��������,�������������������!��
��?�����,�������
��������
:������,�����7�������������,����������

Muestra Concentración 
(ng/µL) 

1 582.17
2 440.61 
3 392.82 
4 901 
5 238.79 
6 339.26 
7 738.28 
8 541.56 
9 350.78 

10 667.8 
11 454.12 
12 733.84 
C 455.46 
D 462.48 
E 231.62 
F 985.7
G 458.8 
H 426.2 
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Figura 39. Relación filogenética de las bacterias identificadas por la secuenciación de bandas 
de la región V3 del gen ADNr 16S en el estudio del Queso Cotija. La relación filogenética fue 

inferida usando el método de Neighbor-Joining (Saitou N y Nei, 1987). El árbol consenso 
inferido de entre 1,000 remuestreos representa la relación entre las 28 secuencias analizadas 
(Felsenstein, 1985). El valor que se muestra junto al nodo, de donde se derivan las ramas del 
árbol corresponde al porcentaje en el que fueron asociadas las secuencias durante el análisis 

por bootstrap con 1,000 remuestreos (Felsenstein, 1985). La distancia de la relación fue 
calculada usando el método de Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993). Todas las posiciones que 

contenían gaps fueron eliminadas del grupo de secuencias analizadas. Cada una de las 
secuencias analizadas tenía 84 posiciones. El análisis fue realizado empleando el programa 

MEGA4 (Tamura et al., 2007).�
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Figura 45. Relación filogenética de las bacterias identificadas por la secuenciación de bandas 
del gen rpoB inferida usando el método de Neighbor-Joining (Saitou N y Nei, 1987). El árbol 
consenso inferido de entre 1,000 remuestreos representa la relación entre las 28 secuencias 

analizadas (Felsenstein, 1985). El valor que se muestra junto al nodo, de donde se derivan las 
ramas del árbol corresponde al porcentaje en el que fueron asociadas las secuencias durante 
el análisis por bootstrap con 1,000 remuestreos (Felsenstein, 1985). La distancia de la relación 
se calculó usando el método de Jones Taylor Thornton (Jones, Taylor, Thornton, 1992). Todas 
las posiciones que contenían gaps fueron eliminadas del grupo de secuencias analizadas. El 

análisis se realizó empleando el programa MEGA4 (Tamura et al., 2007).�
�
����G�
�������������
���: ����	������
�,����	������
����
 	
���
�����&��������
	�

� ���	
�.��
�� ��������
	������ : �� 	�� ��� �	� �	
�
	� ��	� ��'
������  	�����
����
,
�
��
�����(	�����)��&�
�������'����
�: ���.����� 	
��
-������	
�.��
��(	�
�	�����
�����,������: �������	�*J�������1�4�-
�: ��������	���: ������.��
	�,
�
�,��
��	
��
���,
�
������	
�
�������	�����'����
��������
	�
����
�
�� 	
��
-�������� ��(	�
E�����	�����+7*+F��
�
&	� � 
	
�� 
� '
	�
�� ���	
�.��
�
�� ����� �
� ����
� ��,����4� ,���� ��	� ���
�	

��
��	�����	��� ���	

 �
���
	
��4� ��� ,����
� ��'��� �	� � ��
-���
� 
� 
�,��.��
���	���
�	���,��

�� �	� �
� ��
���(	� �	� �
��	
� ��� �
� ,������
�
� -� �	���	��� ,
�
�� 
�  	
�
,���'���� 

��(	�������	��,�"�����#
��� 

���	������#
	��'����
���G	��
��	
��
�	��
���,�����-&�����	�

���	���
�����
��E>S
	���	�����+77)F��
�
&	���	��
�����, ������	�� ���: ���
� 
����
��(	�����
�����(	��)�������1��-������	�

����,
�
� �
� ���	
�.��
��(	� ��� �
� �����'��

� ��� ��
 ���� . �� ���� �#
�  
����
�� -�
��	.�
'���
�4�-
�: ��! 	
����	��
�
,���
��(	������
���������	.���	��
�.�����	�
��
4�
���, �����'
�	��� 	
����	
��
������,�����
��
�
�
�
�
�



�

� K)�

����,
��������
�
&3��
�	���.���	��
�����	�.��

��
���	
����
�����(	�����
������
����%
����#�-��
�����(	�
���;#�
,
���	�����,�����������
	 .
�
 �
� 
����
��4��	
����
��: �����

�
	����
�,��
���#�� : �� ���  
����
4� 
�,�� ��� �
��  
����
�
4� � 
!�� -4� �	� ��,���
��� ��� 
���,�� ���
�
� �
��(	�����,��� �
��.�	
���
�
��� , ���	� ���
�	� ��� ��
�
��	
�� ���� �� ,��� ��� : ����� �	� ���
��(	� 
� �
��
,��,���
����.�����: ����
�4��
���
�
���	�
����	�����

���
�����-�������,�	���	
���

� �
�� ���� �����	��� E�
����  	
� � ��
�
� ,����	��	
�� ��� ;#�
,
�F�� $
�� ��.���	��
��
������,�	��	�
��
��	.���
��(	��������,������������
	 .
�
 �
��
�
$
� ���,�����(	� ����
������,�	�	
��� ,����
�� 
�� ,
�� �
��� ��
�
�� �	� �� ,���
: ����.���	��
	�
��
��������	
���$����

�������
�����������	�����	���� �

����������
,�������������
'��
��(	�-�����
�'��	
����	���������
�����
	����
�
$
�
�,��.��
��(	�����
�����(	��)�����*J��������1��-��� �,��
����������
��.��������	�
����,�����
���	
�����	

 �
���
	
��-�
�
���
���� �	��
��(	����'
	�
����������	
�
�4�
,����
�(� ���	
�.��
�� 
� ��������
	������ ����	
	
��� �	� �
�� ���� �����	���� &�
���
. ���	����
������� �!

�
���
��������	�	"��	
��� ����
�����#
�	������
��-�!����������
��*�$���,

��	������'
	��������
�����������	���. ���	���.���	
�����

���
��
��	
��
#
'�
	��4� ,���� 	�� ��� , �����	� ��.���	��
�� ��� 
� ����� 
� � ���� ��������
	������
�	��	
�
������
����	
��������.��
����������	��
�
; 
	��� ���  �(� � ����� ��	� '�
	��� 
� 
���� ��� ����(�  	
� ��.���	��
��(	� ��� �
�� ����
��	
��,���,

�(	����'
	�����	����&��������4��������(����	
�.��
��
� �
�,�'�
��(	�
����	
	
������
��������	
�������'����(�: ����	�
��������$���
���-�%	
��	��������

�$��	�

��� ��� ,����	

'
	� �	� �
�� ���� �����	��4� ���	
�
�� : �� %	��"&���������
����
������
��	
���	� �
�����(	���� �
������
����%
����#�-�%	
��	����������
���	� �
�
����(	����;#�
,
��������
��
������

���	���,��������#�
�����	���
��������	�*J������
��1�� �	� � �  ��� �	� ���&4� �
�  
����
��(	� ��� ��
�4� 
 	
��� 
�� ��,���� ��� �
��� ��	�
'�
	��� E�	� ��
�� �
��� 
���F� '��	�
	�  	
� 
�,��
� -� ���� ���,��

� �	.���
��(	�
.�����	�
��
��	�� 
	
��
�,�'�
���	��������'�
	
����
�
6�
�� �
�� ���,
�
���	��� ��
���
�
�� ��� , ���� 
�����
�� : �� ��� : ���� ��	���	
���
����� / ���� ;�
�!
� ����(	� ��� �����	� E,����	��	
�� ��� �
� �����
� ��� %
����#F� ���
��.���	
������,��� ������	�;#�
,
��-�� ��
������������
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�



�

� KI�

:��������������,����!������,�7�,�
� ��
���
�� 	���
 ���������� �	��
��(	��
���
� 
����
	����������	�'�
	���
�


���*�
� 0	
� ���� ���	
�.��
���� ���� ��	����4� �	��	
�
�� ���� ������� 
��� 
���� ,
�
�

��
���
�� 	�
���
���	
���
� ���� ������ ����4� ��	����	��� ���� ��������
	������ ,����	
��� ��� , ���	�

����B
�� ��	�
�� ��,���.��
�� ,
�
� ��	����� �
� ,��,����(	� ��� ��
��� ,����	
���
�	����: ������

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
��
�



�

� K8�

���8��
�
A. Recuperación del paquete celular a partir del queso 
�
Las muestras de queso Cotija fueron descongeladas y puestas en refrigeración 

a 4 °C por no más de 18 h previo a su utilización según lo establecido en la 

norma NOM-110-SSA1-1994. 

Posteriormente se empleó el siguiente procedimiento experimental: 

1- Se pesó en la campana de flujo laminar 15 g de cada una de las muestras 

dentro de bolsas para Stomacher (Seward). 

2- Se adicionó a cada muestra 50 mL de citrato de sodio al 2%, pH 8. 

3- Se homogenizó durante 2 min a alta velocidad dentro del Stomacher, para 

llevar a cabo una ruptura mecánica de la matriz del queso. 

4- Se adicionó 1 mL de solución de neutrasas (Novo Nordisk) dentro de la 

campana de flujo laminar, con el fin de romper la red proteínica del queso. 

5- Se mezcló a alta velocidad dentro del Stomacher durante 1 min. 

6- Se incubó durante 1 h a 100 rpm y 45 °C. 

7- Posteriormente se dividó la mezcla en 2 tubos estériles para centrífuga de 

50 mL (Falcon). 

8- Se centrifugó a 3500 rpm durante 7 min a 4 °C para lograr separar las 

fracciones de proteína y grasa de las células de los microorganismos presentes 

en el queso. 

9- Se transfirió la fase intermedia, la cual contiene las células de los 

microorganismos, a un tubo de 50 mL estéril con ayuda de una micropipeta de 

5 mL. 

10- Se centrifugó a 8500 rpm/5 min/ 4 °C. 

11- Se desechó el sobrenadante y se lavó el pellet 3 veces con solución salina 

0.85% pH 7, se centrifugó en cada ocasión en las condiciones descritas en el 

punto anterior 

12- Se resuspendió el pellet en 1 mL de solución salina 0.85% pH 7, se 

transfirió a un tubo de 2 mL (eppendorf). 

13. Se centrifugó a 14000 rpm durante 10 min a 4 °C, se eliminó el 

sobrenadante. 

Nota: Los paquetes celulares se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Este 

procedimiento se realizó por duplicado. 
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B. Extracción ADN (Kit Fast ID). 
1. Premezclar en un tubo de 2 mL, 10 µL de proteinasa K (10 mg/mL), 1 mL de 

solución de lisis y lisozima, agitar vigorosamente. 

2. Adicionar la mezcla al pellet, agitar vigorosamente. 

3. Incubar a 65 °C/600 rpm/ 30 min (Thermomixer, eppendorf).  

4. Dividir la muestra en 2 tubos eppendorf de 500  µL. 

5. Dentro de la campana añadir cloroformo en relación 1:1. 

6. Agitar vigorosamente, centrifugar a 10000 rpm/5 min en una microcentrífuga 

(eppendorf). 

7. Con ayuda de una micropipeta transferir la fase superior a un tubo de 2 mL. 

Añadir buffer de unión en relación 1:1. Nota: Si la muestra presenta turbidez, 

se centrifuga a 14000 rpm/5 min (Microcentífuga, eppendorf). 

8. Transferir a una columna montada en un tubo de 2 mL, centrifugar a 14000 

rpm/1 min. 

9. Lavar la columna con 800  µL de buffer de lavado, centrifugar  a 14000 

rpm/1 min. 

10. Agregar 800 µL de Etanol al 75% (por triplicado), centrifugando a 14000 

rpm/1 min en cada ocasión. 

11. Secar la columna centrifugando en las mismas condiciones, desechar el 

tubo y colocar la columna sobre un tubo de 1.5 mL. 

12. Adicionar 50 µL de buffer de elusión (1X TE) previamente calentado a 65 

°C/10 min. 

13. Centrifugar a 14000 rpm/1 min, desechar la columna, conservar a -20 °C 

hasta su utilización. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



�

� KK�

AII. Soluciones para DGGE. 
Tabla AII. Composición de las soluciones desnaturalizantes para gel al 6% 

utilizadas. 

Reactivo 20% 30% 60% 70% 

Acrilamida 

40% 

15 mL 15 mL 15 mL 15 mL 

Buffer TAE 

50X 

2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 

Urea (g) 8.4 12.6 25.2 29.4 

Formamida 

(mL) 

8 12 24 28 

dH2O cbp 100 mL 

 
Composición de las soluciones desnaturalizantes para gel al 10% utilizadas. 

Reactivo 20% 35% 65% 70% 

Acrilamida 

40% 

25 mL 25 mL 25 mL 25 mL 

Buffer TAE 

50X 

2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 

Urea (g) 8.4 12.6 25.2 29.4 

Formamida 

(mL) 

8 12 24 28 

dH2O cbp 100 mL 

   
 Desgasificar por 10-15 min. Filtrar a través de una membrana de 0.45 µ. Almacenar a 4 ºC en 

frascos ámbar no más de 1 mes.  
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Tabla AIII. Solución de Persulfato de amonio (APS) 10%. 

Reactivo Cantidad 

APS 0.1 g 

dH2O 1 mL 
Almacenar a -20 ºC hasta por 1 semana. Agregar de 50-70 µL y 10 µL de TEMED a 20 mL de 

solución desnaturalizante (tiempo aproximado de polimerización 1 h).  

 

Tabla AIV. Buffer de carga 2X. 

Reactivo Cantidad Concentración final 

2% Azul de bromofenol 0.25 0.05% 

2% Cianol xilenol 0.25 0.05% 

100% Glicerol 7.0 70% 

dH2O 2.5  

Volumen final 10.0 
    Almacenar a temperatura ambiente. 

 

Tabla AV. DCode solución teñidora. 

Reactivo Cantidad 

2% Azul de bromofenol 0.05 g 

2% Cianol xilenol 0.05 g 

TAE Buffer 10.0 mL 

Volumen final 10.0 
    Almacenar a temperatura ambiente. 

 

 

Tabla AVI. Buffer TAE 1X. 

Reactivo Cantidad 

Buffer TAE 50X 140 mL 

dH2O 6860 mL 

Volumen final 7000 mL 
    Reutilizar hasta 2 ó 3 veces.  
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3. Tinción de plata (Analytical Biochemistry 2009, 35, pp 174-175) 
Tabla AVIII. Reactivos para tinción de plata. 

Reactivo Componentes Otros reactivos 

1. Solución teñidora 17.66 mL AGNO3 al 0.1N 

15 mL de etanol 

0.75 mL de ácido acético 

glacial 

116 mL de Agua 

desionizada 

2. Solución 

reveladora 

3% de NaOH 

0.1% Formaldehído al 37% 

150 mL de Agua 

desionizada 

3. Solución de paro 15 mL de etanol 

0.75 mL de ácido acético 

glacial 

134 mL de agua 

desionizada 

 

Tabla AIX. Procedimiento para la tinción de plata. 

Etapa del proceso Procedimiento Tiempo 

1 Tinción Sumergir en solución teñidora y 

agitar. Lavar 

20 min 

5 Revelado Sumergir en solución reveladora 

previamente calentada a 55ºC y 

agitar 

5- 10 min (hasta que 

intensidad requerida) 

6 Paro y 

almacenamiento 

Sumergir el gel en la solución de 

paro  

1 min 

�
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Tabla AX. Valores de aW. Números: muestras de Jalmich. Letras: muestras de 
Chiapas 

Muestra aw (rep1) aw (rep2) aw (rep3) Promedio Desv. Est. 
1 0.9 0.9 0.899 0.900 0.001 
2 0.839 0.839 0.839 0.839 0.000 
3 0.88 0.878 0.877 0.878 0.002 
4 0.864 0.866 0.867 0.866 0.002 
5 0.883 0.883 0.885 0.884 0.001 
6 0.858 0.856 0.855 0.856 0.002 
7 0.871 0.876 0.876 0.874 0.003 
8 0.832 0.831 0.831 0.831 0.001 
9 0.858 0.859 0.86 0.859 0.001 

10 0.895 0.893 0.896 0.895 0.002 
11 0.92 0.91 0.908 0.913 0.006 
12 0.889 0.893 0.888 0.890 0.003 
C 0.865 0.863 0.862 0.863 0.002 
D 0.888 0.891 0.883 0.887 0.004 
E 0.871 0.87 0.88 0.874 0.006 
F 0.845 0.859 0.859 0.854 0.008 
G 0.865 0.868 0.869 0.867 0.002 
H 0.849 0.846 0.844 0.846 0.003 

�
Tabla AXI. Valores de pH. Números: muestras de Jalmich. Letras: muestras de 
Chiapas 

Muestra pH (rep1) pH (rep2) pH (rep3) Promedio Desv. Est. 
1 5.484 5.499 5.485 5.489 0.008 
2 5.244 5.21 5.225 5.226 0.017 
3 5.338 5.3 5.37 5.336 0.035 
4 5.124 5.104 5.107 5.112 0.011 
5 5.379 5.41 5.34 5.376 0.035 
6 5.388 5.38 5.358 5.375 0.016 
7 5.328 5.293 5.316 5.312 0.018 
8 5.324 5.346 5.367 5.346 0.022 
9 5.295 5.293 5.291 5.293 0.002 

10 5.226 5.185 5.205 5.205 0.021 
11 5.479 5.463 5.451 5.464 0.014 
12 5.433 5.465 5.462 5.453 0.018 
C 5.13 5.118 5.17 5.139 0.027 
D 5.892 5.89 5.894 5.892 0.002 
E 5.911 5.868 5.865 5.881 0.026 
F 5.438 5.453 5.439 5.443 0.008 
G 5.644 5.62 5.619 5.628 0.014 
H 5.761 5.785 5.752 5.766 0.017 

�
�
�
�
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Tabla AXII. Valores de % cloruros. Números: muestras de Jalmich. Letras: 
muestras de Chiapas 
Muestra Peso ml % Cl Peso ml % Cl Peso ml % Cl Promedio Desv. Est. 

1 9.99 9.6 2.782 10 10 2.896 9.98 10 2.902 2.860 1.431 
2 10.01 15.4 4.471 10.03 14.8 4.287 10.05 14.3 4.133 4.297 2.153 
3 10 10.1 2.925 9.99 10.1 2.928 10.05 10.2 2.940 2.931 1.465 
4 10.03 11.7 3.383 10 11.8 3.422 9.99 13.3 3.865 3.557 1.792 
5 9.98 11.1 3.224 10.03 10.5 3.033 10.02 11.2 3.240 3.166 1.586 
6 10.01 12.3 3.565 10.03 13 3.762 10.07 12.6 3.631 3.653 1.828 
7 9.99 13.9 4.041 10.06 14 4.042 10.06 13.7 3.954 4.012 2.006 
8 10.03 12.3 3.558 10.01 12.6 3.653 10.07 12.6 3.631 3.614 1.807 
9 10.02 14.2 4.116 10.01 15 4.354 10.02 15.2 4.408 4.293 2.150 

10 10 12.2 3.539 10.01 12.6 3.653 9.99 12.4 3.601 3.598 1.799 
11 9.99 11.2 3.250 10.01 10.6 3.068 10.04 10.6 3.059 3.126 1.565 
12 10.06 11.2 3.227 10 10.3 2.984 10.05 12.3 3.551 3.254 1.643 
C 10.02 14.4 4.174 10.02 14 4.058 10.03 13.3 3.849 4.027 2.018 
D 10.03 18.2 5.278 10.01 17.1 4.968 9.98 17.7 5.158 5.135 2.571 
E 10.03 17.7 5.133 10.07 17.8 5.141 10 17.4 5.060 5.111 2.556 
F 10.08 20.5 5.920 10.02 19.8 5.751 9.99 20.3 5.914 5.862 2.932 
G 10 19.8 5.762 9.96 19.8 5.785 10.01 20.2 5.873 5.807 2.904 
H 10.03 25.6 7.436 10.03 25.7 7.466 10.08 25.6 7.400 7.434 3.717 

�
Tabla AXIII. Valores de % acidez. Números: muestras de Jalmich. Letras: 
muestras de Chiapas 
Muestra Peso ml % acidez Peso ml % acidez Peso ml % acidez Promedio Desv. Est. 

1 9.04 3.1 0.309 9.05 3.4 0.338 9 3 0.300 0.316 0.020 
2 9.03 4.2 0.419 9.13 4.2 0.414 9.02 4.1 0.409 0.414 0.005 
3 9.03 3.7 0.369 9.01 3.8 0.380 9.05 3.6 0.358 0.369 0.011 
4 9.03 4.4 0.439 9.04 4.1 0.408 9.04 4.2 0.418 0.422 0.015 
5 9.01 2.8 0.280 9.01 2.9 0.290 9.02 3 0.299 0.290 0.010 
6 9.02 4.3 0.429 9.11 4.3 0.425 9.01 4.4 0.440 0.431 0.008 
7 8.98 4 0.401 9.17 4 0.393 9.17 4 0.393 0.395 0.005 
8 9.17 5 0.491 8.92 5 0.504 9.06 5 0.497 0.497 0.007 
9 8.97 3.7 0.371 9.04 3.6 0.358 8.97 3.5 0.351 0.360 0.010 

10 9.13 4.4 0.434 9.08 4.6 0.456 9.03 4.6 0.458 0.449 0.014 
11 9.02 3 0.299 9.09 3.1 0.307 9.07 3 0.298 0.301 0.005 
12 9.06 3.4 0.338 9.03 3.4 0.339 9.01 3.2 0.320 0.332 0.011 
C 9.06 3.5 0.348 9.08 3.6 0.357 9.01 3.6 0.360 0.355 0.006 
D 9.04 2.1 0.209 9.02 2.3 0.229 9.03 2.3 0.229 0.223 0.012 
E 9.05 2.6 0.259 9.09 2.4 0.238 9.03 2.5 0.249 0.248 0.010 
F 9.07 3.7 0.367 9.07 3.7 0.367 9.05 3.8 0.378 0.371 0.006 
G 9.06 3.5 0.348 9.06 3.4 0.338 9.03 3.3 0.329 0.338 0.009 
H 9.06 2.2 0.219 9.04 2.5 0.249 9.06 2.5 0.248 0.239 0.017 

�
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Tabla AXIV. Valores de humedad, proteína, grasa y cenizas. Números: 
muestras de Jalmich. Letras: muestras de Chiapas�
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Tabla AXV. Valores de carbohidratos. Números: muestras de Jalmich. Letras: 
muestras de Chiapas�
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