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RESUMEN
En el presente estudio se evalué la calidad microbiolégica, fisica y quimica de la
leche cruda de vaca y del queso en 22 unidades de producciéon de la region de
Ojos Negros. Posteriormente en tres de estas unidades, se logré identificar 43
aislados de bacterias acido lacticas (BAL) en diferentes tiempos de maduracién en
dos estaciones del aflo. Se tomaron muestras de queso y leche de las unidades
de produccidon para realizar andlisis de proteina, grasas y lactosa utilizando un
analizador LACTOSCAN-S. Los resultados de la leche mostraron un contenido de
proteina (33,11 g/l) y grasa (39,89 g/l) dentro de los pardmetros de la
normatividad. Para la calidad microbiologica de la leche, los resultados del
recuento de mesofilos aerdbicos mostraron un cumplimiento del 64% con las
regulaciones; sin embargo, el mismo conteo de mesofilos aerdbicos en las
muestras de queso resulté en solo el 4% cumpliendo con las regulaciones. No
hubo deteccidon de Salmonella spp o Listeria monocytogenes en cualquiera de las
muestras de leche o de queso probadas. En cuanto a la identificacion de los
aislados de BAL, esta fue realizada por amplificacion del gen bacteriano ARNr 16S
por PCR y secuenciacion. Las especies Enterococcus faecalis (27.9%) vy
Lactobacillus plantarum (32.6%) se encontraron durante todo el periodo de
maduracion en los quesos en invierno, en tanto en verano solo L. plantarum
prevaleci6 durante todo el proceso de maduracion. Enterococcus faecium (11.7%)
y Lactococcus lactis subsp. Lactis (14%) perduro en ambas estaciones en
diferentes tiempos de maduracion. Weisella paramesenteroides (2.3%) se
encontré solo durante el periodo invernal, en tanto en verano se encontraron
Lactobacillus paracasei (2.3%), Lactobacillus rhamnosus (2.3%), L. lactis subsp.
Lactis bv. diacetylactis (2.3%.) y Weisella viridescens (11%). Las buenas practicas
de higiene deben aplicarse estrictamente durante la obtencion de la leche y
postproduccion en queso, especialmente con el objetivo de mejorar indicadores
fuera de norma y apegarse a una estandarizacion de los procesos de maduracion
del queso para lograr uniformidad en los aspectos organolépticos y de seguridad
entre los diferentes productores todo el afio, para asegurar su subsistencia y

proteger el patrimonio cultural de este queso.



ABSTRACT
In this study, the microbiological, physical and chemical quality of raw cow's milk
and cheese was evaluated in 22 artisanal cheese dairies located in Ojos Negros.
Subsequently, in three of these dairies, 43 isolates of lactic acid bacteria (LAB)
were identified in different day’s cheese maturation in two seasons of the year.
Cheese and milk samples were taken from the production units to perform protein,
fat and lactose analyzes using a LACTOSCAN-S analyzer. The results of the milk
showed a content of protein (33.11 g / I) and fat (39.89 g / I) within the parameters
of the regulations. For the microbiological quality of the milk, the results of the
aerobic mesophil count showed a 64% compliance with the regulations; however,
the same count of aerobic mesophiles in the cheese samples resulted in only 4%
complying with the regulations. There was no detection of Salmonella spp. or
Listeria monocytogenes in any of the samples of milk or cheese tested. Regarding
the identification of the BAL isolates, this was carried out by amplification of the
16S rRNA bacterial gene by PCR and sequencing. The species Enterococcus
faecalis (27.9%) and Lactobacillus plantarum (32.6%) were found throughout the
maturation period in the cheeses in winter, while in summer only L. plantarum
prevailed during the whole maturation process. Enterococcus faecium (11.7%) and
Lactococcus lactis subsp. Lactis (14%) persisted in both seasons at different
maturation times. Weisella paramesenteroides (2.3%) was found only during the
winter period, while in summer Lactobacillus paracasei (2.3%), Lactobacillus
rhamnosus (2.3%), L. lactis subsp. Lactis bv. Diacetylactis (2.3%.) and Weisella
viridescens (11%). Good manufacturing hygiene practices and manufacturing
procedures at artisanal cheese dairies should be strictly applied during the
production of milk and post-production in cheese, especially with the aim of
improving non-standard indicators and adhering to a standardization of cheese
ripening processes to achieve uniformity in the organoleptic aspects and security
among the different producers throughout the year, to ensure their subsistence and

protect the cultural heritage of this cheese.



1. INTRODUCCION



1. Introduccién

En la delegacion Real del Castillo en Baja California, se ubica la regién de
Ojos Negros un poblado que produce cerca de 30 toneladas mensuales de un
gueso prensado llamado queso de Ojos Negros, un producto muy aceptado, entre
consumidores nacionales y extranjeros por sus caracteristicas sensoriales que
degustan a través de la ruta del vino un pasaje turistico que promueve el gobierno
del Estado de Baja California para acercarlos al consumidor, permitiéndoles ser
localizados por la unidad de produccion que los elabora. (Gastelum et al., 2013).
Los quesos de esta region son desarrollados a menor escala por pequefios
productores, usando leche de vaca sin pasteurizar y técnicas tradicionales que
incluye una acidificacion natural por bacterias nativas presentes en la leche aun
desconocidas, y la accion de un cuajo comercial, posterior desuerado, salado,
prensado y oreado (Gastelum et al., 2013; Silva et al., 2013). La leche entera
como materia prima es un medio nutritivo O6ptimo, en el cual residen
microorganismos peligrosos que representan riesgos a la salud publica; por lo que
su seguridad reside en procesos que garanticen su inocuidad desde la obtencién
hasta su transformacion en queso. Siendo las recomendaciones de la Federal
Drugs Administration por sus siglas en Estados Unidos de América (FDA., 2012), y
la Secretaria de Salud en México, en su NOM-243-SSA1-2010, los sefialamientos
en inocuidad a seguir para elaborar quesos a partir de leche cruda, estableciendo
que estos, deban permanecer en maduracion por un periodo de 60 dias 0 mas
como tecnologia para reducir el riesgo de microorganismos patdgenos. Regla que
se basa en la suposicion de que los microorganismos patégenos incluso
inicialmente presentes en la leche y en la cuajada a mayor periodo de maduracion,
se inhiben, debido a la competencia a la que se somete el queso en ambientes
con pH bajo, perdida de humedad (agua), niveles altos de sal, tiempo y cantidad
de acido lactico producido por bacterias acido lacticas (BAL) (Reyne et al., 2011;
Nada et al., 2012; Brooks et al., 2012; Gonzélez et al., 2016; Yohan et al., 2016:
Ispirili et al., 2017). Diversos estudios de BAL en quesos se han realizado con
fines de conocer su participan sobre las caracteristicas de sabor y textura que

requieren los diferentes tipo queso y su contribucion funcional a prolongar su vida
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en anaquel y sobretodo dar seguridad a los alimentos; siendo estas reconocidas
en la leche de vaca utilizada en la industria quesera y artesanal por tradicion en
paises como Espafia, Inglaterra y México entre otros (Sanchez et al., 2006; Nieto
et al 2010; Aydemir et al., 2015; Mazzeo et al., 2009; Reyne et al., 2011; Gamboa
et al., 2012; Gonzalez y Franco, 2015; Chombo et al., 2016; Torres et al., 2006;
Fortino et al., 2017).

En un intento de suponer estandares de calidad para una comercializacion
mas segura para los queseros de Ojos Negros, este estudio tiene como objetivo
caracterizar la calidad fisicoquimica, microbiolégica e identificacion de las
principales bacterias acido lactico que se desarrollan en el queso tradicional Real
del Castillo Ojos Negros, en las diferentes etapas de maduracion en dos periodos

estacionales.



2. REVISION DE LITERATURA Y BIBLIOGRAFIA CITADA



2.1 Antecedentes sobre la produccién de queso en México

En México se estima que el 25% del total de la produccion de queso la
establecen los medianos y pequefios productores, constituyendo una de las
principales fuentes de ingresos a pesar de la baja rentabilidad de su actividad
(Alejo et al., 2015; Gonzaélez et al., 2016).

Sin embargo, la informacion estadistica ofrecida por la SAGARPA en el
periodo de enero a agosto 2017, reporto un volumen por arriba de 763 mil
toneladas de leche de los cuales el 34.6% de la produccién se destind a la
industria de quesos; con una obtencion por arriba del 13% en queso tipo panela y
fresco, contra el 9% para diferentes tipos de queso de pasta dura, semidura,
madurados y prensados como son los tipos Chihuahua, Manchego, Amarillo,
Oaxaca y otros. En Baja California las cifras de leche obtenida en este mismo
periodo alcanzaron una produccion de 234, 086,542 litros de leche, de los cuales
15% se destinaron a la elaboraciéon de queso (SIAP, 2017). Por otro lado,
desafortunadamente la cantidad que reportan los prestadores de servicios
profesionales activos en la region de Baja California, sefialan un mercado informal,
donde el 60% de la leche que producen los pequefios productores se destina a la
industria lechera; mientras que el 40% de la produccion en traspatio no se registra
y se vende para hacer queso artesanal;, obedeciendo a una mejor fluidez en su
paga (Martinez, 2014).

2.1.1 Calidad de una buena leche para queso

Los brotes de enfermedades de transmision alimentaria han tenido
consecuencias sanitarias y econdmicas importantes en paises tanto desarrollados
como en desarrollo, donde uno de los alimentos naturales mas preciados y
basicos para el consumo humano es la leche. Cuando estos no son obtenidos en
las debidas condiciones de higiene durante la ordefia, almacenamiento y
transporte pueden ser vulnerables a la contaminaciéon por la presencia de

microorganismos indicadores de alteracion, de higiene y patégenos, merced a su
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alto contenido en agua, su pH cercano a la neutralidad y su gran variedad de
nutrientes, que en conjunto se relacionan como medios de cultivo y representar

riesgos para la salud.

Sin embargo en la actualidad la materia prima esencial en la elaboracion de
quesos tradicionales en México, sin duda es la “leche cruda”, prohibir su uso es
fomentar su desaparicion, como lo declaran Villegas et al., (2016) quienes
sostienen que la leche cruda no es mala por si misma cuando proviene de
animales sanos, y es posible garantizar la inocuidad de los quesos con opciones
diferentes a la pasteurizacion, como son la fermentacion lactica, el empleo de
agua caliente en el proceso y la maduracién. Por otra parte Murphy et al. (2016)
sefalan que una leche para consumo debe poseer una calidad adecuada basada
en el conocimiento de su composicion (p. ej., proteina y niveles de grasa dentro de
la norma); (2) libre de sabores desagradables y olores; (3) libre de residuos de
drogas detectables, agregado agua u otros adulterantes; (4) tener bajas
cantidades de bacterias totales y (5) tener bajo conteo de células somaticas
(SCC). Los mismos autores sefialan que por lo general el primer factor que
impacta en la productividad del queso, es la calidad sanitaria de la leche como
materia prima, donde recuentos de bacterias totales por encima de 6 log10 UFC /
mL, y/o niveles por arriba de 400,000 de células somaticas / mL en leche cruda,
son suficientes para impactar en su seguridad y causar defectos en la textura y
sabor en el queso u otros productos (Murphy et al., 2016). Al respecto Juérez et al
(2016) mencionan que la produccién de leche en México se caracteriza por su
heterogeneidad a nivel estructural, tecnolégico y de manejo, ocasionando que
existan diferencias muy marcadas entre unidades de produccién de leche, incluso
en una misma zona, causando variabilidad en sus caracteristicas de calidad. Sin
embargo, sefialan que conocer las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas
de la leche les permitird a los productores tomar decisiones y reorientar medidas
preventivas o correctivas a fin de mejorar la calidad en sus sistemas lecheros, lo
que significa que deben realizar pruebas a la leche y comparar sus resultados con

normas de referencia, para mayor seguridad.



2.1.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la leche: la calidad de la leche cruda
como materia prima en la elaboracion de quesos no esté estudiada ampliamente
en México; se conoce un tanto la de la leche de los sistemas intensivos, sobre
todo, leche pasteurizada y UHT. Sin embargo, se han dado a conocer datos sobre
leches crudas de los sistemas familiar (de traspatio) y extensivo, con doble
proposito que fundamentalmente abastecen a la queseria tradicional; en los cuales
se ha explorado su calidad fisicoquimica (que incluye la composicional) y la
calidad microbiolégica dentro de las especificaciones normativas en México, como
lo hacen saber Alvarez et al. (2012), Silva et al. (2014), Villegas et al. (2016).

La leche cruda como alimento contiene cuatro componentes béasicos que
confieren aptitud para satisfacer las necesidades implicitas para su uso y
consumo: agua (87.3%), grasa (38%), proteina (47%), lactosa (47%) (Noa y
Ruvalcaba., 2011). Obviamente, la composicion de la leche, especialmente su
contenido de proteinas y grasa, tienen un papel fundamental en la definicion del
rendimiento (Tornadijo et al., 1998). Aproximadamente el 60% de estos
constituyentes lacteos varian por diversos factores, como son no nutricionales
donde la raza lechera y su genética (Pardo-Suizo, Jersey, Holstein y de cruzas
entre ganado Cebu y ganado Europeo) son hoy uno de los factores mas
relevantes a considerar en la composicién de la leche, puesto que la grasa y
proteina son caracteres genéticos con alta heredabilidad; por otra parte el estado
de lactacion que no solo afecta la produccion de leche sino también su
composicién con disminucién en los porcentajes de grasa y proteina; el estado de
la salud de la ubre (mastitis y RCS) es otro factor que incurre en cambios en la
composicién de la proteina en la leche, modificando los valores de lactosa 'y pH.
El 40% de los constituyentes restantes pueden variar por factores nutricionales y
ambientales como alimentacion del ganado (disponibilidad y calidad de las
pasturas), influencia estacional (época de lluvia contra época secas) y estacion del
afio (invierno a primavera y verano a otofio) entre otros. (Noa y Ruvalcaba., 2011).
Para el ganadero estos factores son importantes para su economia y rendimiento

lechero, sin embargo, otros aspectos externos a la produccion impactan en la
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aptitud de la leche para la elaboracién de queso, gue sin duda marca la diferencia
entre las caracteristicas de la leche entre ganaderos, como es el cumplimiento
aceptable de las condiciones de infraestructura durante las practicas de ordefa, ya
sean de forma rusticas o tecnoldgicas. Por esto mismo, es requerido proteger las
condiciones que favorezcan a la comercializacion de la leche sin contaminacion y
de mejor calidad nutrimental; siendo los lecheros los protagonistas en el
cumplimiento de los nutrientes esenciales para la alimentacion, sin representar
riesgos para la salud publica por presentar microorganismos indeseables. Es asi
que, en México para conocer y estimar la composicién quimica y valores minimos
de calidad para una leche cruda de vaca, los lecheros debe cumplir con los
estandares de la norma mexicana NMX-700-COFOCALEC-2012, (Cuadro 1).

Cuadro 1.
Referencia nacional de la calidad fisicoquimica de la leche
cruda
Indicador *Referencia nacional g/L
Proteina g/L Clase A deseable = 31a

Clase B minimo 30 -30.9

Clase C minimo 28 a 28.9
Grasa g/L Clase A deseable = 32°

Clase B minimo 31

Clase C minimo 30

Lactosa g/L 43 a 50

Acido lacticog/L  1.3a1.6
Densidad g/L 1,029 min
Crioscopia °C -0.530 a -0.560

*NMX-F-700-COFOCALEC-2012

En ese sentido, en el cuadro 2 se presenta informacion sobre la evaluacion en
la composicion de la calidad de la leche de sistemas extensivo y familiar, utilizadas
en la elaboracion de cinco tipos de quesos tradicionales en México: el queso
crema de Chiapas, el queso bola de Ocosingo, el queso adobera de Jalisco, el
queso asadero de Aguascalientes reportados por Villegas et al.,, (2016) y del
gueso prensado de Ojos Negros Real del Castillo por Silva et al, (2014). A través

de este cuadro se mencionan las cifras correspondientes a la composiciéon



fisicoquimica de la leche cruda utilizada para la elaboracién de los Quesos
Mexicanos antes mencionados, en diferentes épocas del afio. Las diferencias més
significativas entre las leches, desde el punto de vista sanitario, estan dadas por
sus contenidos en acidez acido lactico, que son valores mucho mas elevados que
la normativa correspondiente, obviamente dados probablemente por la naturaleza

en su tecnologia de obtencion y conservacion de la leche.

Por otra parte es interesante mencionar lo que Alvarez et al., (2012), Villegas
et al., (2016), Murphy et al., (2016), exponen sobre la importancia de conocer los
valores de los componentes en la leche como materia prima en la elaboracion de
gueso, como son proteina, grasa y solidos totales, los cuales como atributos
contribuyen en el rendimiento del producto final, y que por su alto contenido en
estas propiedades influirdn no solo en el sabor del queso, sino ademas en su

textura a través de su maduracion.

2.1.1.2 Caracteristicas microbiolégicas de la leche: en el cuadro 3 se
describen los valores de referencia que establece el Sistema Producto Leche en
México que por sus siglas COFOCALEC significan Consejo para el fomento de la
calidad de la leche y que por su norma NMX-F-700-COFOCALEC-2012,
promueven la calidad de la Leche cruda de vaca - Especificaciones
fisicoquimicas, sanitarias y métodos de prueba, especificando primordialmente el
conteo de bacterias mesofilas aerobias consideradas como microorganismos
indicadores de alteraciones. Asi como los indicadores de higiene que la Secretaria
de Salud con NOM-243-SSA-2010 en Leche, formula lactea, producto lacteo
combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias,
constituyen el control de coliformes totales y microorganismos patdogenos como

Samonella spp y Listeria monocytogenes.



Cuadro 2

Calidad fisicoquimica de la leche cruda para la elaboracion de algunos Quesos Mexicanos en diferentes épocas del afio

. Proteina Densidad Acidez .
Nombre del queso | Epoca MG g/L gl SNG g/L g/mL pH gl Referencias
Lluvias | 34.56+5.85 | 34.16:1.51 |88.28+2.49 | 1.030£0.002 | -- 1.610.09 Godinez,
Queso crema de e D D e T 2011 y
Chiapas Serrano,
Secas 35.71+£8.32 33.90£1.87 89.86%2.77 1.031+0.002 -- 1.56+0.70 2011
Lluvias 41.6x£1.8 32.8+£0.7 86.37£1.85 1.031+0.0008 6.6+0.07 1.64
Queso bola de .
. Lopez, 2013
Ocosingo
Secas 39.1+1.3 33.1+£0.6 86.3t£1.6 1.043+0.003 6.56+0.04 1.61
Lluvias 41.3£3.14 34.18+£0.5 90.02+1.36 1.032+0.012 6.58+0.58 1.90+0.03
Queso adobera Sanchez,
de Atengo, Jalisco 2012
Secas 36.66+3.14 33.28£0.46 87.42+1.02 1.033+0.006 6.78+0.18 1.75+0.030
Lluvias 34.62+0.22 32.75+£0.2 85.1+0.47 1.031+0 6.74+0.02 1.80+0.052
Queso asadero de Salas. 2013
Aguascalientes Secas 33.42+0.2 32.5+0.1 84.57+0.25 | 1.032+0 6.48+0.05 2.02+0.058
Queso 0jos negros : _ _ _ _ _ _ Silva et al,
del Real de Luvias 2014
Castillo, Ensenada Secas
B.C 30.6 £6.95 30.6 £ 2.00 -- 1.029+0.0028 6.7+0.26 1.92 +.289
Especificaciones
de la NMX-700- 28-29.9, No
COFOCALEC- -- 30,31,y>32 | 30-309 vy | >=83 >=1.0295 ificad 1.3alb
2004 > 31 especificada

FUENTE: Villegas de Gante et al., 2016; modificado por Silva, P. Laura., 2018.
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Cuadro 3.
Especificaciones sanitarias para leche cruda de vaca contempladas en
normas.

Indicador Valores de referencia (UFC/mL)
(logio CFU/ mL™)

'Cuenta meséfilos aerobios /mL

Clase 1 <100,000 UFC/ml

(=5.0)

Clase 2 101,000-300.000
(5.1-5.47)

Clase 3 >301,000 — 599,000
(=5.48 - 5.77)

Clase 4 >600,000 — 1,200,000
(=5.78)

ZColiformes UFC/MI <10 UFC/mL
(£1)

’Salmonella spp 25g Ausencia

“Listeria monocytogenes 25¢ Ausencia

'NMX-F-700-COFOCALEC-2012
“NOM-243-SSA1-2010. Métodos de prueba: coliformes totales

La leche contiene normalmente cantidades elevadas de microorganismos que
juegan un papel significante en la calidad sanitaria de esta, impactando su
presencia en el desarrollo del queso y su proceso de maduracion. La presencia de
los microorganismos en el queso va a depender por supuesto de la contaminacion
de la leche y del mismo durante su elaboracion, las condiciones intrinsecas del
gueso (concentracion de microorganismos fermentadores, humedad, cantidades
de sal, presencia de acidos organicos como el acido lactico, pH y disposicién de
nutrientes como proteina, lactosa y grasa), asi como de las extrinsecas del
proceso y conservacion (tiempo, temperatura, oxigeno, humedad relativa, e
higiene) (Parra, 2010; Losito et al., 2014).
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2.1.1.3 Inocuidad en la elaboracion de quesos: la industria alimentaria tiene
una responsabilidad especial en cuanto al mejoramiento de la calidad. Aunque la
calidad es siempre multidimensional, en la industria alimentaria hay un atributo
particular de calidad que es indispensable: la inocuidad. Es decir que los quesos no
representen un riesgo para la salud de los consumidores. Donde Leche de bovino
como materia prima en la elaboracion del Queso de Ojos Negros, debe cumplir la
disposicion del punto 6.1.5 de la norma actual NOM-243-SSA-2010, que refieren a
no presentar materias extrafias, conservadores ni sustancias neutralizantes, no
coagular por ebullicion, presentar prueba de alcohol al 68% negativa (s6lo para
leche de bovino). Y someterse a un tratamiento térmico con un tiempo y
temperatura determinados que garantice su inocuidad, independientemente del uso

gue se le dé posteriormente, partir de ser una leche libre de contaminantes.

Para leche que se utlice en la elaboracibn de quesos que por las
caracteristicas de éstos no pueda ser sometida a tratamiento térmico, deben
cumplir entonces con tener implementado un sistema HACCP para su proceso de
elaboracion en queso, conforme a lo establecido en el apéndice A de la NOM-251-
SSA1-2009. Al igual el Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios
de la Secretaria de Salud en México, indica en su apéndice Ill.5, que la leche que
se utilice en la elaboracion de quesos debera ser pasteurizada o de hatos libres de
tuberculosis y brucelosis, para los que se apliquen sistemas de control del proceso
y que demuestren mediante analisis microbiolégicos, fisicoquimicos y sensoriales
que es apta para consumo humano, sin perjuicio de las demas disposiciones
aplicables. Por consiguiente la reciente publicacion de la NOM-223-
SCFI/SAGARPA-2017, Queso-Denominacién, especificaciones, informacién
comercial y métodos de prueba, en el DOF en Octubre 2018; establece que para
guesos con o sin corteza sometidos a un proceso de maduracion cumplan con
mantenerse bajo condiciones controladas de tiempo, temperatura y humedad, para
provocar en estos los cambios bioquimicos y fisicos caracteristicos del producto del
que se trate, lo que permite prolongar su vida de anaquel, pudiendo o no requerir
condiciones de refrigeracion. En este sentido la Administracion de Alimentos y

Medicamentos de E.U.A (FDA, por sus siglas en ingles) en su Cédigo Federal de
12



Regulacion (21-CFR-133-2018) y sefialamiento de inocuidad en quesos elaborados
a partir de leche cruda, establece que estos, deban someterse a una temperatura
de maduracion no menos de 35 ° F (1.666°C), por un periodo de al menos 60 dias
0 mas como tecnologia alternativa a su pasteurizacion para reducir el riesgo
microbioldgico, invariablemente bajo el control de las BPM e higiene, HACCP y
control de las caracteristicas fisico-quimicas. Regla que se basa en la suposicién
de que los microorganismos patdgenos incluso inicialmente presentes en la leche y
en la cuajada a mayor periodo de maduracién, se inhiben, debido a la competencia
a la que se somete el queso en ambientes con pH bajo, perdida de agua
(humedad), niveles altos de sal, velocidad y cantidad de acido lactico desarrollado
por las diversas bacterias acido lacticas (BAL), que desafian una biodiversidad de
metabolitos producto de los microorganismos presentes en el queso, cuyo
resultados se han reportado con certeza en diversos estudios por Reyne et al.
(2011), Dominguez et al. (2011), Nada et al. (2012), Brooks et al. (2012), Longaray
et al. (2012), Losito et al. (2014), Gonzéalez et al. (2016), Yohan et al. (2016) y

Ispirili et al. (2017) en diferentes tipos de quesos.

Con respecto al impacto en la Salud Publica por el consumo de alimentos, en
el afio 2017, el boletin del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica registro
en la Republica Mexicana 1, 380, 630 de casos de infecciones intestinales,
representando para el estado de Baja California el 2.6% de los casos, siendo el
0.035% por Salmonelosis, el 0.02% por Staphilococcus aureus y el 0.0003% por
Shigelosis. (SINAVE/Salud, 2018). Los productos lacteos han sido reconocidos por
ser susceptibles a la contaminacion por microorganismos patdgenos en queso

principalmente de tipo artesanal en un 29% en el mundo (Gould et al., 2014).
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2.2 Maduracion del queso

La maduracion corresponde a la fase en que la pasta del queso cambiara sus
caracteristicas, que, de una pasta blanquecina, algo insipida, mas o0 menos
consistente, pasaré a tener nuevas caracteristicas en su estructura como aspecto,
consistencia, color y composicién, al mismo tiempo que el olor y el gusto
adquieren nuevos matices y se acentuan. Todo esto ocurre porque la pasta del
gueso esta poblada de microorganismos que, con sus enzimas, junto a los propios
de la leche y los afiadidos para su coagulacion, llevaran a cabo transformaciones
bioguimicas, fisicas y microbiologicas (Villegas et al., 2016). Es asi que las
modificaciones principales durante el envejecimiento o maduracion del queso son:
perdida de humedad, destruccion de lactosa, neutralizacién o desaparicion parcial
del acido lactico, elevacion del pH, hidrolisis de la proteina, y grasa.
Acontecimientos que influiran en cierta forma en los cambios bioquimicos en la
matriz del queso y su corteza, los cuales pudiesen afectar la constante evolucion
de los distintos grupos microbianos a lo largo de la maduracién con impacto en la

perdida de las propiedades sensoriales del producto si no se tiene control en ello.

Las reacciones proteoliticas requieren que previamente haya ocurrido un
desdoblamiento del acido lactico debida al acompafiamiento de BAL mayormente
homofermentadoras. A medida que va desacidificandose la pasta del queso, va
avanzado la protedlisis debido a la riqueza en enzimas proteoliticas que subsisten
en los Lactococcus a nivel de protedlisis primaria, ejercida durante el cuajado
mientras que otros como Lactobacillus de metabolismo heterofermentador actdan
durante trascurren los dias en su fermentacion o maduracion. Aun asi, esta fase
del proceso de elaboracion es uno de los mas importantes que influye no nada
mas en el sabor y olor del queso sino también en su textura (Panizzolo et al.,
2011; Alvarez, 2012).

La poblaciéon microbiana que se desarrolla en la pasta quesera evoluciona
durante su afinacion, la cual puede ser superficial o en el interior de los quesos.

Los quesos de pasta blanda maduran de fuera para dentro; los quesos de pasta
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dura y los quesos de pasta firme maduran homogéneamente en toda la masa. En
la superficial la flora microbiana se desarrolla y las enzimas secretadas migran
hacia el interior de los quesos provocando los cambios bioquimicos deseados. La
maduracion en el interior se da principalmente por flora anaerobia. Algunas
especies de BAL se multiplican, mientras que otras tienden a desaparecer; no
existe un equilibrio microbiano estable, sino mas bien una sucesion de

poblaciones microbianas (Gonzélez et al., 2016).

Es asi que el término de maduracién en este trabajo se dirigird solo a los
qguesos de pasta semidura y dura de acuerdo al contenido de humedad como lo
seflalan FAO/OMS, (2008) y Gonzélez et al., (2016). La maduracion puede
desarrollarse en periodos que puede durar algunos pocos dias a varios meses e
incluso un afio 0 mas, en el cual los quesos permanecen almacenados bajo ciertas
condiciones naturales en las camaras de maduracion con respecto a controlar la
temperatura y humedad segun el tipo de queso, con el fin de permitir el desarrollo
de productos provenientes del metabolismo de la grasa, proteinas y lactosa por la

accion de las enzimas microbianas naturales o afadidas.

Con respecto a la evolucion de las condiciones ambientales de maduracion
indispensables en las cAmaras o cavas que garanticen la calidad 6ptima necesaria
en el queso, el trabajo de Villegas et al., (2016), describen las caracteristicas de
almacenamiento en la maduracién de ocho diferentes tipos de queso, en los
cuales utilizaron una o dos etapas de temperatura, tiempo y humedad (cuadro 4).
Donde se observa que en la mayoria de los quesos utilizaron en su primera fase
de inicio un incremento promedio de temperatura de 11.0 £ 1.85°C (10 - 16°C) con
una humedad relativa promedio de 80.7% (65 - 90%), dependiendo de que sean
quesos pasta dura, prensada y corteza seca; no considerado en este grupo el
gueso Roquefort por ser madurados con mohos, sin embargo, se mencionan. Este
incremento de temperatura lo considera un proceso alternativo, para acelerar el
proceso de maduracion, siendo una condicion observada en el resto de las siete

variedades de quesos, en el mismo cuadro 4.
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Cuadro 4.
Condiciones de maduracion de diversos tipos de quesos

Primera Fase Segunda Fase
Tipo de Temperatura Tiempo Humedad Temperatura Tiempo Humedad
queso (°C) (dias) Relativa (°C) (dias) Relativa
(%) (%)
Edam 12-14 20-30 - 10-15 1-3 -
Gouda 14-15 30-45 - 10-12 6-12 -
Cheddar 12-16 30-44 65-70 5-10 4-12 -
Roquefort 8-10 18-25 - 5-10 en cuevas 95
Brie 10-14 28-30 80-85 8-10 4-5 -
Camembert 10-12 10-12 - 4 hasta la -
venta
Emmental  10-15 10-14 90 20-24 0.5-1.5 80-85
Manchego 12-14 10-14 85-90 5-12 1-6 70-85

FUENTE: Villegas et al., (2016)

A la vez otros trabajos han reportado incrementar la temperatura de
almacenamiento para el queso al inicio de la maduracién, con el propdsito de que
este alcance su seguridad requerida, manteniendo aun sus caracteristicas de

apariencia y sabor conocido por los productores consumidores (cuadro 5).

2.2.1 Clasificaciéon de los quesos madurados

El queso es un producto resultante de la concentracién de una parte de la
materia seca de la leche, o de fluidos de origen lacteo mediante la renina,
presente en el cuajo, o por enzimas similares; que después de la coagulacion se
separan del suero por corte, obteniendo la cuajada resultante; logrando preservar
los principales elementos nutricionales como proteinas, grasa, calcio, fosforo y

vitaminas de la leche (Ramirez et al., 2012; Villegas et al., 2016).
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Cuadro 5.
Condiciones ambientales de maduracion de los quesos reportados en referencias

Nombre del Temperatura HR Tiempo Consistencia Referencias

gueso*

Cheedar 8al2°C 80a82% < 6 Duro, pasta Ong vy Shay
meses semicocida (2008)

Reggianito 11al13°C 80a82% < 6 Duro, pasta Ceruti et al
meses cocida y (2014)

prensada

Minas de 23+2°C 62% 17 -35 Semiduro, Martins et al.

Brasil dias pasta (2015)

(estacion

seca)

Minas de 27+2°C 68%

Brasil

(estacion

lluvia)

Cotija 28 °C 80 a 3 meses Pasta NMX-F-735-

artesanal 95%, prensada, COFOCALEC-

textura dura 2011

*Quesos artesanales elaborados a base de leche cruda de vaca

En cuanto a la definicibn que plantean el CODEX para queso (FAO/OMS.
2008) lo precisa como “el producto blando, semiduro, duro y extraduro, madurado
o0 no madurado”, y que puede estar recubierto, con una proporcion entre proteinas
de suero y la caseina no superior a la de la leche, obtenido por coagulacion de la
leche u otros productos lacteos (nata, leche parcialmente desnatada, nata de

suero o la mezcla de varios de ellos), con separacion del suero.

En este mismo sentido considerando el marco legal del Producto en México,
la norma oficial NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, formula
lactea, producto lacteo combinado y derivados lacteo; menciona que un queso
como producto debe basarse en su elaboracién a partir de la cuajada de leche
estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con 0 sin
adicién de crema, obtenida de la coagulacion de la caseina con cuajo, gérmenes

lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento
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ulterior, por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicion de
fermentos de maduracion, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes
comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos
pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado. Entendiendo por
gueso Madurado - aquellos de pasta dura, semidura o blanda y pueden tener o no
corteza; sometidos a un proceso de maduracion mediante adicion de
microorganismos, bajo condiciones controladas de tiempo, temperatura y
humedad, para provocar en ellos cambios bioquimicos y fisicos caracteristicos del
producto del que se trate, lo que le permite prolongar su vida de anaquel, los

cuales pueden o no requerir condiciones de refrigeracion.

Criterios de clasificacion: Las numerosas clases de queso pueden
agruparse en general de acuerdo con los siguientes juicios de valorizacion segun
trabajo de Gonzalez y Franco, (2015) basado en las condiciones de proceso o

caracteristicas fisicoquimicas del tipo de queso como:

1. Procedencia de la leche: vaca, cabra, oveja, mezcla o bufala,

2. Tratamiento de la leche (leche cruda o de leche pasteurizada): en la primera,
la fermentacién lactica se realiza con las bacterias del entorno. Los quesos
elaborados mediante este método no pueden consumirse antes de los dos meses.
Por el contrario, los realizados a partir de leche pasteurizada se pueden consumir

tras su elaboracion.

3. Tiempo de maduracion (entre quesos tiernos, semicurados, curados, viejos y

afiejos. (Cuadro 6)
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Cuadro 6.
Tiempo de maduracién minima para cada tipo de queso

Maduracion minima (dias)

Tamanio (kg) <1,5 kg. >1,5 kg.
Tierno (fresco) 7
Semimadurado 20 35
Madurado 45 105
Viejo 100 150
Afiejo 270

4. Por su proceso de elaboracion para diferentes tipos de quesos, en el cual no
corresponda una denominacion de origen, la FAO/OMS, (2008) sefiala que en
caso de que el producto no se designe con el nombre de una variedad, sino
solamente con el nombre “queso”, esta designacion puede ser acompafada por
cualquiera de los dos términos descriptivos del cuadro 7, que correspondan a su
consistencia dada por su contenido de humedad sin materia grasa Yy
caracteristicas de manufactura que correspondan para la denominacion del queso
de Ojos Negros como queso mexicano, segun caracteristicas de consistencia y
maduracién, y por tratarse de un producto artesanal elaborado con leche cruda
entera de vaca, que aun no ha sido identificado en norma, se utilizara la
denominacion de queso mexicanos en término de su porcentaje de humedad y

caracteristicas de manufactura.
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Cuadro 7.

Denominacién del queso segln sus caracteristicas de consistencia y maduracion

Segun su consistencia: termino 1

Segun las principales caracteristicas de

manufactura; termino 2*

HSMG %' Denominacion Madurado

<51 Extraduro Madurado por mohos
49-56 Duro No madurado/fresco
54-69 Firme/semiduro En salmuera

61-69 Semiblando

> 67 Blando

"La HSMG equivale al porcentaje de humedad sin materia grasa. (FAO/OMS. 2008)

NMX-F-713-COFOCALEC-2014-Sistema producto leche-alimento-lacteos-queso-queso suero.

Denominaciones-Especificaciones y Métodos de Prueba.

5. Por su declaraciéon de Contenido de Grasa de la leche (%GES)

Debera declararse en forma aceptable el contenido de la grasa de la leche en

el pais en que se vende al consumidor final, bien sea, i) como porcentaje por

masa, ii) como porcentaje de grasa en el extracto seco o iii) en gramos por racion

cuantificada en la etiqueta, siempre que se indique el nimero de raciones. Siendo

esto representado en el Cuadro 8, donde la expresion de grasa en el extracto
seco, segun especificaciones de la NMX-713-COFOCALEC-2014 es la mas

adecuada por la situacion comercial. Sin embargo, existen una variedad de

guesos, también considerados como tipicos.

Cuadro 8.

Clasificacién del contenido de grasa

Expresiones utilizadas®

% GES

Rico en grasa
Extra-graso

Superior o igual a 60% (=60)
Superior o igual a 45% (59 -45)

Semi graso Superior o igual a 25% (44-25)
Bajo en grasa Superior o igual a 10% (24-10)
Sin grasa <10

"NMX-F-713-COFOCALEC-2014-Sistema producto leche-alimento-lacteos-queso-queso suero.
Denominaciones-Especificaciones y Métodos de Prueba.
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La escasez de datos y contradicciones sobre la composicion y calidad de este
u otros tipos o variedades de queso mexicano, hace que no esté bien
caracterizado lo que, a su vez, determina que posiblemente no existan figuras o
marcas de calidad diferenciada, que amparen su calidad artesanal. Prueba de ello
son los pocos trabajos existentes sobre la caracterizacion de quesos mexicanos
como lo mencionan Solis et al.,, (2013) quienes estudiaron el queso artesanal
Ranchero del Centro de México y Gonzalez et al., (2016) al recopilar una revision
de las principales caracteristicas de quesos artesanales mas representativos en
México. En este sentido, el trabajo de Caro et al., (2013) ha constatado que
dentro de un mismo tipo de quesos existe una amplia heterogeneidad, tanto en

sus propiedades fisicoquimicas como en su calidad microbiolégica.

2.2.2 Queso de Ojos Negros en B.C.

Baja California cuenta con un mercado de quesos artesanales con gran
potencial especificamente para el Valle de Ojos Negros por su desarrollo
agropecuario y actividad agroindustrial con la produccion de leche y quesos. El
qgueso que se elabora en Ojos Negros es un producto artesanamente tradicional
que se inicié en la antigua regién Real de Castillo, del Valle de Ojos Negros,
Municipio de Ensenada, Baja California México (31 °54' y 41.11' latitud norte y
116°16'y 26.07' longitud oeste) (Figura 1).

| Estados Unidos de América Estados Unidos de América

— Tecste

BAJACALIFORNIA sl relipe

Y \ .
Figura 1. Ubicacion de unidades de produccion de leche y queso en
diferentes localidades de la region de Ojos Negros, municipio de Baja
Ensenada Baja California México.

Elaborado por Silva P.L, 2018
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La parte norte de este Valle posee una raiz histérica que se remota a la
localidad del Real del Castillo desde 1870 con el descubrimiento de yacimientos
de oro y con ello una oleada de emigrantes a la region procedentes del interior de
la republica mexicana y de paises extranjeros, estableciéndose asi familias nativas
de las regiones de Suiza, Italia, Alemania, Irlanda, quienes inician la produccion

artesanal del queso tradicional, con estilo europeo.

Actualmente la porcion sur de Real del Castillo es precisamente Ojos Negros,
guedando solo unos cuantos productores, viviendo del ganado, de las chivas, de
las vacas y su queso; cuyo origen se pierde en el tiempo desde su llegada y la
aplicacién del conocimiento (saber hacer), cuyo proceso es el propio de la regién y
cuya técnica de elaboracidbn poco modificadas permanecen utilizando como
materia prima el 100% de la leche cruda de vaca, siendo el distintivo de la region
desde 1890. Al respecto Villegas et al (2016), argumentan que un queso
tradicional es un queso anclado en su historia y en su lugar de origen en pequefia

escala con tecnologia tradicional.

La region de Ojos Negros producen aproximadamente un volumen de
591,360mL de leche cruda al mes procedentes de vaca razas Holstein, Jersey,
Pardo Suiza y sus cruzas; los cuales son destinados a la elaboracién de queso,
cuyo proceso han ido tomando importancia en el aspecto de vigilar y controlar su
calidad para no solo limitarse a un mercado regional, que después del 2012 se
nombrara a esta region "la ruta del queso” el pasaje turistico que le dio un realce

en el mercado externo (Gastelim, 2013).

Sin embargo, de este queso poco se sabe de sus caracteristicas sensoriales y
microbioldgicas, no existe informacion documentada de su calidad fisicoquimica y
sobretodo microbiolégico con respecto al tipo de bacterias nativa precursoras de la

fermentacién natural y su maduracion.

Es asi que durante los periodos de 2013 al 2015, se trabajaron tres programas

de Extensionimo Rural con productores de leche y queso, para atender sus
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inquietudes en garantizar la higiene en la obtencion de su leche y su
caracterizacion; fabricacion del queso bajo buenas practicas de manufactura e
higiene, evitando pérdidas de su tipicidad, e interés por cumplir con la Norma
Oficial Mexicana, NOM-243-SSA1-2010, normativa que regula el uso de leche
cruda siempre y cuando se promuevan las practicas de manufactura
estandarizadas bajo el HACCP, y se conozcan las caracteristicas finales del
producto después de una comprensiva e integrada caracterizacion de los perfiles

guimicos, microbiolégicos y sensoriales (Silva et al., 2014).

Lo que llevo a Hernandez, (2015) sefialar en un estudio efectuado en los
guesos Real del Castillo, que estos pueden ser clasificados conforme a la estacion
del afio en que se producen, debido a que los elementos en estos como la
proteina y grasa varian conforme el clima cambia y el afio pasa; y que la
composicion del queso, puede verse afectada por diversas circunstancias
ambientales como incremento de temperatura en los recintos de almacenamiento
de los quesos tendiendo a deshidratarlos, al proceso de cuajado, al bajo
rendimiento quesero asociado al descenso en el porcentaje de solidos totales en
la leche a causa de pastizales que no contienen los nutrientes necesarios para

gue el ganado produzca leche con alto contenido de grasa y proteina.

Otro estudio realizado en la zona Real del Castillo de Ojos Negros por Silva et
al, (2017), informaron de los primeros indicios de bacterias acido lacticas (BAL) en
muestras de queso de Ojos Negros, las que fueron tipificadas molecularmente
mediante PCR-16S, sefialando la presencia de especies de interés tecnologico a
lo largo de su maduracion, y demostrando la existencia de cultivos naturales
sobretodo del tipo acidofila y proteolitica como Lactobacillus y Enterocococcus,
iniciadores principales de la cuajada, y cuyos atributos probablemente confieren
las caracteristicas Unicas que distinguen a cada unidad de queso artesanal en

funcién a una maduracién por 63 dias.

2.2.2.2 Descripcion del queso de Ojos Negros: el queso de Ojos Negros

debido a su singular elaboracion, entre unidades de produccién de la misma
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region, puede ser descrito como un producto a partir de leche cruda de vaca, sin la
adicion de cultivos iniciadores y la fermentacion ocurre por un proceso natural; la
cuajada se obtiene a partir de la adicibn de un cuajo proteico comercial,
calentandola a temperatura de 37°C por 50 minutos, desuerando la cuajada,
agregandole sal, moldeandolo, prensando la pasta obtenida por 15 a 24 horas, y
posteriormente desmontandolo para su conservacion, ya sea en refrigeradores o
cavas en la cual los productores consideran la temperaturas adecuada, pero
carentes de evidencia en su registro (Silva et al., 2014). La mayor parte de los
guesos desarrollan medianos agujeros distribuidos irregularmente consecuencia
de la actividad metabdlica probable de coliformes y de bacterias acido lacticas
(BAL) endémicas en la leche cruda, nativas de cada queseria, las cuales
permaneceran en el proceso de fabricacion del queso acidificando y jugando un
papel importante en la protolisis durante la maduracion (Gonzalez et al., 2016;
Martinez et al., 2016).

Ya finalizado este producto, se conoce como queso blanco (sin especies)
prensado y oreado Real del Castillo, Ensenada B.C. Distinguiéndose su pasta por
una textura semidura y consistencia cremosa a rechinante, con un intenso olor y
sabor a leche, algo amargo y fuerte; con una corteza delgada, algo uniforme y
semi suave de color amarillo palido o color paja, el cual con el tiempo se va
tornando blanca conforme se desarrollan mohos en su superficie (Sociedad de
Productores Lacteos de Ojos Negros, 2014; Hernandez, 2015).

El proceso de elaboracion de este queso lo hace parecer como perteneciente
a la familia de quesos, del tipo madurados prensados, de pasta semidura o
blanda, con o sin corteza; a excepcion de su corta maduracion u oreo (NOM-243-
SSA1-2010). Su consumo ocurre después de un corto periodo de oreado por lo
general menor de 15 o 21 dias de acuerdo a la demanda de su comercializacion y
sin maduracion de al menos 60 dias antes de su consumo como medida de

seguridad en quesos elaborados con leche cruda.
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2.2.2.2 Descripcién tecnoldgica del queso de Ojos Negros: el
procedimiento que siguen las unidades de produccion en la elaboracion del queso
prensado Ojos Negros se esquematiza en 10 pasos de elaboracion, figura 2. Las
cuales muestran coincidencias con las mismas operaciones y condiciones de
infraestructura, temperatura ambiental, tamafio de las piezas, sin embargo,
existiendo diferencias en los tiempos de proceso (temperatura, pH, acidez y
tiempo), tipo de utensilios utilizados, almacenamiento de agua potable,
seguimiento de controles, cantidad de leche producida y personal laborando
(Martinez et al., 2017).

2.2.2.2.1 Recepcion de la leche y filtrado: el abastecimiento de la leche
es de “autoconsumo” es decir los productores que elaboran el queso utilizan la
leche de vaca procedente de sus establos lecheros. Como estrategia para
disminuir la contaminaciéon de la leche en la recepcion, estas tres unidades
cuentan con ganado libre de tuberculosis y brucelosis. Solo una (66%) unidad de
produccion, practica con buenas practicas de ordefia y buenas préacticas en su
almacenamiento. La leche, se obtiene de forma natural, entera y sin
adulteraciones. Dos unidades en estudio (66%) colectan la leche directamente de
la de la sala de ordefia hacia la quesera a través de tuberia de acero inoxidable
la cual depositan en tinas de cuajado del mismo material, y el resto (33%) colecta
la leche en tambos o0 quenas de acero inoxidable trasladandola en carro a la
guesera sin refrigeracion en un tiempo no mayor de 40 minutos. Una vez que la
leche llega a la quesera es filtrada, generalmente por medio de mantas como
cedazos, para eliminar impurezas insolubles como pelo, moscas y heces, con lo
cual demuestran que la leche es apta, para su almacenamiento, registrado este

control en sus bitacoras.

2.2.2.2.2 Almacenamiento de la leche: el 66% de las unidades cuentan
con dos ordefios al dia, recibiendo dos veces por dia la leche; y su
almacenamiento se describe en dos momentos, el primero al queso que se
elabora por la mafiana, la leche filtrada se deja en reposo aproximadamente 1 a

1.5 h (tiempo en el que generalmente se termina de ordefar todas las vacas),
25



durante este tiempo la temperatura de la leche se acondiciona hasta unos 30 — 32
°C de temperatura para posteriormente adicionar el cuajo. La leche de la ordefia
de la tarde, sigue el mismo procedimiento de recepcion vy filtrado como el de la
mafiana, la tina de recepcion se cubre con una manta para evitar exponer la leche
al polvo e insectos y su conservacion es sin refrigeracion manteniéndose en
reposo a temperatura ambiente hasta su proceso de transformacién en queso al
dia siguiente en el cual trascurre un tiempo menor a 12 hrs, lapso que es
controlado midiendo su temperatura ya que puede significar un riesgo de
crecimiento microbiano debido al mayor tiempo de adaptacion por arriba de los 7

°C. 100% de los productores registran este valor.

Los productores de queso de la region en estudio dicen que la leche se
acidifica mejor y afloran los microorganismos buenos que ayudan a que el cuajo
se incorpore mucho mejor. Factor clave del cual el 100% de las unidades no le
presta atencion, porque vistos por separados sobre el rendimiento son modestos,
cayendo en la creencia errénea de que se trata de una acidificacién idonea para
elaborar quesos. Irénicamente este factor lleva al incremento de la poblacion
microbiana después de unas cuantas horas de almacenada en ambientes no frios
>18 °C, luego que cesa la actividad protectora del sistema de la enzima lacto-
peroxidasa naturalmente presente en la leche, lo que permite que proliferen aln

mMA&s microorganismos.

2.2.2.2.3 Aplicacion del cuajo: fue complicado conocer exactamente la
cantidad de cuajo que adicionan debido a que no siguen las instrucciones del
fabricante. Algunos de los productores lo diluyen en agua, estimando su propia
medida basados en su experiencia, sin importar la proporcién de leche, el 33% al

menos utilizan agua de garrafén para diluir el reactivo.
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Figura 2. Secuencia genérica del proceso de elaboracién del queso prensado
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de Ojos Negros
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Todos los productores utilizan la misma marca de cuajo CUADUMEX. El
producto se aplica una vez que la temperatura de la leche se fija en 30 a 32 °C. Se
aplican 10 mL de cuajo en 100 mL de agua potable fria por cada 100 Lt de leche;
se agita lentamente la leche para distribuirlo bien y se deja reposar, debe medirse
el grado de acidez previo a su incorporacion en la leche, esta practica no la
realizan y controlan. Se deja actuar el cuajo aproximadamente entre 30 a 40 min

dependiendo del volumen de leche, para posteriormente cortar la cuajada.

2.2.2.2.4 Corte de la cuajada: para determinar el momento Optimo de
cuajado se introduce un cuchillo en la cuajada; si el cuchillo sale totalmente limpio,
la cuajada estd lista para cortarse. En este proceso 66% de los productores
utilizan sus manos y solo 33% lo realiza con palas o liras. No se observo una
homogeneidad entre los productores en el corte de la cuajada ni el tamafio de los
trozos obtenidos. Obteniéndose una cuajada al corte en forma de cubitos de 1 cm
tamafo al que llaman "grano”. En esta fase se obtienen dos productos: el grano y

el suero.

2.2.2.2.5 Tratamiento de la cuajada: después de cortada, se deja reposar
de 5 a 10 min. En esta etapa se realizan movimientos suaves sobre la cuajada con
ayuda de una pala quesera de acero inoxidable o sus manos, para asi ayudar al
desuerado durante 10 min. El 33% de los productores utiliza un cuchillo especial y
el resto lo hace con la mano. Se agita 5 min muy suavemente y se inicia el
calentamiento hasta 38 °C lentamente: lo ideal seria 1°C cada 5 min., para ayudar
a una mejor textura. Después se deja reposar 5 min mas. El rendimiento de queso
es aproximadamente de 12 - 15 Kg por cada 100 Lt. de leche tratada.

El reposo permite que el suero ascienda a la superficie y facilite la
formacion de la cuajada. Se realizan 2 a 3 reposos y cada uno tiene una duracion
aproximada de 5 min. Después del segundo reposo algunos productores realizan

el lavado de la cuajada adicionando agua caliente a50°C - 55°C.

2.2.2.2.6 Desuerado-escurrido: la mayoria de los queseros dejan reposar

por media hora aproximadamente la cuajada en el mismo recipiente, para que se
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lleve a cabo el desuerado. En esta etapa se elimina al exterior el suero obtenido
utilizando una malla para evitar la pérdida de granulos hasta un nivel aproximado
de 1/3 de la tina. Durante la segunda media hora se maneja la cuajada,
pasandola con vasos o jarras plasticas a un cedazo de manta o tela de algodon,
hasta la eliminacion del suero, permitiendo que la cuaja quede en el fondo, para
posteriormente recolectarla. Se termina de desuerar la cuajada en la manta

aplicando poca presion por algunos queseros.

Segunda Agitacion: en esta etapa la agitacion es mas enérgica que la primera
debido a que tiene la finalidad de conseguir la firmeza adecuada de la cuajada
Esta etapa tiene una duracion de 10 min. Esta variacion de practicas puede tener
un efecto sobre la iniciacion de la fermentacion lactica, por lo que recomendamos
que el tiempo de desuerado sea de una hora. Esta fase los productores no la

registran.

2.2.2.2.7 Salado: la sal influye en el sabor del queso, elimina suero, regula
la humedad, acidez, y controla el desarrollo de microorganismos durante la
maduracion. En esta fase se utiliza cloruro de sodio (CINa), conocido como sal
refinada, no yodada en una proporciéon de 1 - 10 %, este dato fue también dificil de
conocer entre los productores ya que utilizan criterios diferentes para hacerlo por
tradicién donde el 33% utiliza una taza de café, y 66% de ellos vacian el contenido
de 1 o 2 bolsas de aproximadamente 1 kilo de sal. Mencionando utilizar proporcién
de 9 g de sal por litro de leche. Se incorpora la sal a la cuajada ya desuerada o
escurrida en una artesa. Inmediatamente se procede a moler la cuajada con la
mano y para incorporar la sal antes de pasar al molde, aproximadamente este

trabajo dura 15 min.

2.2.2.2.8 Moldeado y Prensado: este proceso da la forma final al producto
ya que elimina el excedente de humedad del queso y compacta la cuajada. Ayuda
a desuerar mas, si quedan restos de suero en el interior (bolsas de suero) se
favorecera el desarrollar de flora indeseable que altera el producto. El moldeo lo

realizan manualmente, donde el 66% de los productores toma una porcion de
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cuajada de la tina quesera con un cucharon y el 33% utiliza un recipiente limpio,
haciendo colocar la cuajada en los moldes de material de facil limpieza, a los
cuales se le pone un pedazo de pafio prescindibles para seguir desuerando al
momento de su prensado y evitar la fuga de cuajada por los agujeros y/o se rompa
la cuajada. Los moldes son cilindros elaborados a partir de tubos de PVC con
agujeros, los hay de acero inoxidable también. Los tamafios de los cilindros
fluctan entre grandes de aproximadamente 5 kg, como también los hay de 500 g
hasta 1.5 kg, de formas cilindricas, cuadradas hasta en forma de corazon.
Posteriormente el operario coloca los cilindros o moldes en una superficie epdxica
0 mesa de acero inoxidable donde se encarga de ejercer presion de la cuajada
sobre el molde tapando esta para luego colocarles las prensas y pesas.

Las prensas tienen diferentes pesos y estan hechas de materiales nobles
como cilindros de PVC rellenos de cemento y cubiertos de pintura epoxica, los hay
de acero inoxidable también y al parecer no son exactas en su peso. Solo pocos
de los productores siguen utilizando blocks u piedras como pesos para las
prensas. Los pesos oscilan entre 10 a 15 kg, el tiempo que permanecen los
cilindros prensados oscila entre 7 a 15 horas antes de su 2do volteo y permanecen
prensados hasta por 18 a 24 horas, para posteriormente sacarlos a orear mas

tarde.

2.2.2.2.9 Almacenamiento y maduracién: el queso solo se airea a
temperatura ambiente en la sala de elaboracién para que se forme la corteza en
su superficie, posteriormente se guardan en cuarto refrigerado o refrigeradores
industriales entre temperaturas de < 8 -12° C. Por un lapso no mayor de 21 dias
en verano y <7 dias en invierno segin su demanda en el mercado. Razon por la
cual el queso no se somete a una maduracibn como tal. En el area de
almacenamiento del queso en tres de las unidades en estudio, se registraron las
condiciones de temperatura y humedad en su interior, obteniendo en promedio
durante los periodos del estudio dentro de los recintos de almacenamiento, valores
de temperatura en invierno de 16.7 / DS £ 1.86 °C y humedad relativa 80 % / DS
+ 6.45 %, y en verano se obtuvo promedios de 13.6 / DS + 2.53 °C de

temperatura, con 67.6 % / DS + 20.6 % de HR.
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En el entendido de que madurar los quesos por espacio de 60 dias 0 mas
es la alternativa para que los microorganismos BAL produzcan acido lactico, CO»,
péptidos y otros compuestos bio-funcionales que inhibiran o mataran a las
bacterias patégenas (Chombo et al., 2016), tecnolégicamente madurar el queso,
es la opcion juridica o normativa que evitara la pasteurizacibn en aquellos
productos quesos y derivados que no se sometan a tratamiento térmico y en su
elaboracién se utilice “leche bronca”. Este proceso es parte de los objetivos que se

estudian en este trabajo de tesis doctoral.

2.2.2.2.10 Envasado y etiquetado: en esta etapa solo 33% de las
unidades en estudio estampan a sus quesos su marca de identificacion como
quesero utilizando tinta vegetal de color azul para identificar el lote de produccién
y la unidad que lo produce. Los quesos se expenden en la localidad sin envoltura,
salvo aquellos que por razones de valor agregado en ferias o exhibiciones se
empacan al vacio y se les colocan ya sea dentro del empaques de plastico o
adherido fuera del envoltorio etiqueta nutrimental con los datos del producto de
acuerdo con Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010,
Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas

preenvasados-Informacion comercial y sanitaria.

2.3 Microorganismos en los quesos

En México la regulacion y control para los microorganismos indicadores de
alteracion, higiene y patégenos de mayor importancia en la industria quesera son
regulados por la Secretaria de Salud en productos lacteos y queso para su

comercializacion, siendo estos referidos en el Cuadro 9.

El crecimiento de los microorganismos deseables y la calidad de los quesos
son influenciados por la composicion y calidad de la leche empleada en el proceso

de fermentacion, estos pueden presentarse en forma natural o como contaminante
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Cuadro 9

Especificaciones sanitarias normativas de referencia microbiologica para productos

fermentados y queso en México

Indicador Valores de referencia
Coliformes totales UFC*

Producto lacteo acidificado’ <10 UFC (<1 logo)
Queso madurado/g 50 NMP (1.7 log1o)
Queso de suero/g 100 UFC (2 logyo)

Mesofilos aerobios totales
UFC

Quesos procesados 100,000 UFC (5 logo)
obtenidos de leche

pasteurizada

Hongos y Levaduras (H.L) UFC*

Queso frescos, maduradosy <500 UFC (<2.7 logio)
quesos de suero/g

Salmonella spp

Quesos frescos, madurados  Ausente en 25¢g
y procesados; quesos de

suero.

Listeria monocytogenes

Queso y queso de suero Ausente en 25¢g
Lactobacillus spp 107 (7 logso)

Productos fermentados®

Cultivos lacticos 10° (6 10g10)
alternativos

Norma

NOM-185-SSA1-2002.
NOM-121-SSA1-1994.
NOM-243- SSA1-2010.

NMX-F-092-1970.

NOM-243- SSA1-2010.

NOM-243- SSA1-2010.

NOM-181-SCFI-2010.

Los productos lacteos fermentados y los productos lacteos acidificados deben tener una acidez titulable de no menos de

0.5% expresada como acido lactico y su pH debe ser maximo de 4.4
*El valor de referencia informado de microorganismo transformado en logaritmico de 10
Elaborado por Silva P. Laura. 2018
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Los microorganismos naturales y en cierta forma amigables o buenos que
predomina en los productos lacteos fermentados como; queso, yogur, mantequilla,
crema agria, kéfir, kumis, dahi de la india y leche acidificada), son bacterias acido
lacticas (BAL) (Martinez et al., 2016).

2.3.1 Bacterias contaminantes

Los microorganismos que afectan el queso durante su maduracion son
bacterias esporuladas bacilos gram positivos, que se encuentran en el medio
ambiente y en la sala de ordefia, fuertemente vinculadas con forrajes y cereales
brindados a los animales durante las practicas de ordefia. Asociadas usualmente a
la formacion de gas por especies de Clostridium; ocasionando lo que se conoce
como hinchazén tardia en los quesos, un defecto que ocurre después de varias
semanas de su elaboracion, como consecuencia de la fermentacion del lactato a

acetato, butirato, hidrogeno y biéxido de carbono (Noa y Ruvalcaba., 2011).

Los Hongos y levaduras, pueden crecer en pH desde 3.2 hasta 6.5, siendo
el 6ptimo entre 4.5 y 5.5. Su presencia ocasiona defectos en su apariencia como
manchas pigmentadas y colonias visibles de moho, hasta generar olores atipicos
como aroma y sabor o posible produccién de micotoxinas por hongos filamentosos
gue pueden convertirse en un riesgo de la salud (Alejo et al., 2015; Marin et al.,
2015). La funcién de estos microorganismos es secundaria, su presencia se debe
a factores en el almacenamiento en particular humedad y por el estado de
maduracion del queso ocasionado por condiciones ambientales acidas, perdida de

humedad e incremento en su concentracion osmatica (Marin et al., 2015).

Las bacterias psicotrofas gram negativas tienen una facilidad de
desarrollarse entre temperaturas frias y templadas entre estas se encuentran
Pseudomona, Acinetobacter, Aeromonas; estos géneros estan presentes en la
leche cruda y son responsable de la alteracion de los quesos frescos, también se

pueden desarrollar sobre la superficie de los quesos en su primera fase de
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maduracién. En la leche ocasionan defectos con aparicion de malos olores y
pérdida del rendimiento de la leche para utilizarse en la elaboracion de queso,
debido principalmente al metabolismo proteoliticos y lipoliticos de estas bacterias

asociadas a su crecimiento (Simdes et al, 2014).

El grupo de coliformes como bacterias gram negativas contaminan la leche,
no sobreviven a la pasteurizacion por lo que se utilizan como indicadores de
contaminacion post-pasteurizacion; este grupo fermenta la lactosa y son
psicotrofas también. La fermentacion de la lactosa puede producir hinchazoén en el
queso, conocido como hinchazon temprana, aun cuando el queso estd en
prensado, generando aromas atipicos en los productos. Este grupo de bacterias
también acidifican la pasta y desarrollan una protedlisis no muy buena en el
queso. Se ha reportado que el nivel de bacterias coliformes gradualmente
decrecen durante la maduraciéon del queso, que en consecuencia se debe a la
acidez progresiva (produccion de &cido lactico y reduccion del pH) que desarrollan
las BAL y los mismos coliformes durante la maduracion, ocasionando inhibir el
crecimiento de microorganismos alterantes, convirtiendo al queso en un substrato
hostil para las poblaciones &cido-sensibles como son coliformes vy
enteropatdgenos, con muy pocas posibilidades de sobrevivir a pH por debajo de
5.0 (Simdes et al, 2014, Villegas et al., 2016; Cortes et al., 2015).

2.3.2 Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las bacterias del acido lactico (LAB) son microorganismos que se asocian
naturalmente con habitats ricos en nutrientes como la leche y el queso de
diferentes especies de mamiferos (vaca, cabra, oveja y budfala), carne, bebidas y
verduras. Logrando también ser aisladas del suelo, lagos y el tracto intestinal de
animales y humanos (Partovi et al., 2015). Las BAL, han sido utilizadas en la
produccion de alimentos durante mucho tiempo a través de la fermentacion de
carbohidratos que facilitan su conservacion y duracion en anaquel (Gonzéalez et

al., 2016; Domingos et al., 2017). Se emplean con éxito como cultivos iniciadores
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en la fabricacién de productos lacteos, carnicos, de panaderia, vino y vegetales (El
Soda et al., 2003).

Los productos de la fermentacion de los carbohidratos de la mayoria de
BAL son acidos lactico, formico, propionico, butirico y acético, ademas de otros
compuestos como H,0,, acetona, acetaldehidos, diacetyl, CO, y bacteriocinas;
que promueven indeseables cambios en el medio de crecimiento inhibiendo
microorganismos responsables del deterioro y desarrollo de patogenos en los
alimentos como L.monocytogenes, S.aureus, B.cereus, Cl botulinum, Salmonella
(Kongo, 2013; Lorrungruan et al., 2014; Cortez et al., 2015)

La mayor parte de estas bacterias lacticas comparten el hecho de ser
microorganismos Gram-positivos, catalasa y oxidasa negativos, anaerobios
facultativos, microaerofilos o aerotolerantes, no esporulados, no patégenas, no
toxigenas, y fermentadores de carbohidratos en acido lactico y no reducen los
nitratos a nitritos, ademas de compartir caracteristicas morfolégicas entre la
diversidad de miembros de estas bacterias, en formas de bacilos delgados y
largos o cortos, aunque también de formas de cocos de 0.5 a 0.8 micras;
produciendo cadenas o tétradas de forma ocasional, (cuadro 10) (Sanchez y
Tromps, 2014, Milani et al., 2017; Cortez et al., 2015).

Estos grupos de microorganismos acido lacticos mayormente comparten
otros rasgos comunes como crecer a un pH de 4 a 4.5, siendo la temperatura el
factor clave para su desarrollo como mesofilos (20-30°C) o termofilos (37-45°C)
(Parra, 2010). Siendo el crecimiento 6ptimo de 30° y 42 °C, respectivamente.
Temperaturas que se alcanzan en la tina de cuajado, favoreciendo el crecimiento
de los microorganismos deseado de forma rapida. Es asi que durante la
maduracién del queso la temperatura debe ser inferior (12 °C) de forma que no se
favorezca el crecimiento de los microorganismos no deseados, pero si se puedan
dar las condiciones para el desarrollo de las BAL en forma lenta y con ello sus
reacciones enzimaticas durante la maduracién del queso (Parra, 2010; Cortez et

al., 2015).
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Cuadro 10. Caracteristicas importantes de los géneros de bacterias

acido lacticas (BAL) encontradas en quesos tipo

artesanales
Caracteristica Lactobacillus spp Lactococus spp Leuconostoc Pediococcus Enterococcus Weisella
spp sSpp Spp Spp
Gram Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo positivo
Forma bacilo, se Cocos en cadenas C€oOcos en cadenas COCOS en pares y Ccocos cocobacilos
encuentran solos no tétradas cortas no tétradas tétradas parejas formas bacilo
en parejas o en 0,5-1.5mm (diplococos)
cadenas largas no tétradas
0,5-1.5mm
Catalasa Negativo negativo Negativo Negativo negativo negativo
Desarrollo *+/- negativo positivo negativo negativo positivo
CO, a partir
de glucosa
Tolerancia +/- negativo Positivo Negativo negativo negativo
CINa 1.8%
Tolerancia Positivo negativo +/- +/- Positivo +/-
CINa 6.5%
Tipo de
metabolismo® Hey Ho Ho He Ho Hoy He He

*Respuesta variable segun especie (+/-)
% Homo o heterofermentacion de la glucosa: (ho) y (he) indican homofermentacién o heterofermentacion, respectivamente

Manolopoulou

et al.,

(2003),

Abdi

and

Soleimanian,

2006;

Forouhandeh

al., 2010.

36



En funcién a su metabolismo de fermentacion de los carbohidratos (glucosa), las
BAL se clasifican en homofermentativas y heterofermentativas, donde el primer
grupo su principal producto es acido lactico (90-97%) a partir de la glucosa y
galactosa como producto principal de la fermentacion de las hexosas, no
fermentando las pentosas ni el gluconato, ya que su via es a través de la ruta
Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP); mientras que el segundo grupo producen 50%
del acido lactico, debido a que carece de la presencia de la enzima aldolasa
isomerasa, Yy la fermentacion de las hexosa en pentosa se lleva a cabo por medio de
la ruta acido-6-fosfoglucénico; produciendo diferentes compuestos como acido
propionico, acetatos, succinatos, etanol y diéxido de carbono (CO2) (Mandigan et al.,
2004; Ortiz, 2006; Parra, 2010; Cortez et al., 2015).

2.3.3 Consorcio de BAL en laindustria quesera

En la industria quesera el desarrollo de acido como medida de seguridad es el
resultado de la distribucion y consorcio entre las numerosas especies autoctonas de
BAL presentes, pues a medida que se desarrolla més &cido en la cuajada (es decir,
pH mas bajo), los patdbgenos no crecen tan rapido y lo interesante es que las
bacterias lacticas también mueren. Siendo las comunidades microbianas de BAL, las
reconocidas en la leche de vaca utilizada en la industria quesera y artesanal por
tradicion en paises como La Mancha en Espafa con el conocido queso Manchego
(Sanchez et al., 2006; Nieto et al 2010), en Somerset Inglaterra en la elaboracion del
gueso Cheddar (Aydemir et al., 2015; Mazzeo et al., 2009). En este mismo sentido
en México, las variedades de quesos que mayormente se mencionan en diferentes
estudios cientificos son el tipo Chihuahua (Reyne et al., 2011; Sanchez et al., 2018),
Oaxaca (Villanueva et al., 2012; Gonzélez y Franco, 2015), Cotija (Barrera, 2010;
Chombo et al., 2016) y Panela artesanal (Torres et al.,, 2006; Fortino et al., 2017).
Los géneros de interés y por su importancia en la industria del queso y mayormente

estudiados son los grupos de:
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Lactobacillus (Lb): estos son bacterias Gram positivas con forma de bacilos o
cocobacilos no esporulados, aerotolerantes o anaerobios, aciduricos o acidofilos,
integrado por alrededor de 124 especies (Forouhandeh et al.,, 2010) que incluyen
grupos homofermentativas obligadas, 21 heterofermentativos facultativos vy
heterofermentativas obligadas. Utilizan la glucosa como fuente de carbono. Se
encuentran una gran variedad de ambientes ricos en carbohidratos, se han aislado
de mucosas humanas y animales, productos vegetales, carnicos y lacteos
principalmente. Las especies homofermentativas estan asociadas con el hombre y
animales, correspondendo a: Lb. acidophulus, Lb. helveticus, Lb. lactis, Lb.
delbrueckii sbs. Delbrueckii; mientras que las heterofermentativas se asocian con
alimentos, en los cuales llevan a cabo fermentaciones controladas o causan deterioro
especialmente bajo refrigeracion en productos empacados, y la conforman las
especies Lb. plantarum, Lb. ramnosus, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. brevis,
Lb.fermentum, Lb. kéfir, Lb. reuteri (Castafieda y Zepeda, 2016). Estas especies son
naturalmente encontradas en leche cruda y especialmente a lo largo del plazo de la
maduracion del queso, jugando un importante rol en el desarrollo del aroma
(Avnikirmaci et al., 2016; Stefanovic et al., 2018).

Importancia en la Industria — EI 82% de los lactobacilos producen diacetilo, cuyos
niveles bajos de diacetilo Diacetyl son responsables de las distintas propiedades y
calidad de aromas. Las especies que mayor cantidad de diacetil desarrollan son en
mayoria Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. plantarum (Domingos et al., 2017). Las
especies Lb. paracasei ssp. paracasei y Lb. plantarum son denominados poblacion
lactica secundaria o iniciadora atipica, llamada NSLAB por sus siglas en inglés (non
starter lactic acid bacteria) de importancia alimentaria industrialmente ya que tienen
el generalmente reconocido estado de ser seguros (GRAS) (Colombo et al., 2009).
Ademas de su capacidad acidificante, también pueden contribuir al desarrollo de
sabores en alimentos fermentados mediante la produccion de compuestos

aromaticos a través de la actividad proteolitica (Domingo et al., 2017).

Lactococcus (Lc): se presentan en forma de cocos, dispuestos en pares o0 en

cadena de longitud variable. Son bacterias Gram positivas, no esporulados, sin
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flagelo, homofermentativos, que producen solo acido lactico, anaerobias facultativas
y microaerdfilas. Su temperatura 6ptima de crecimiento es cerca a los 30°C, son
termosensibles, no pueden crecer a concentraciones de CINa de 6.5% o cuando el
pH es superior a 9.6, siendo tolerante a concentraciones < 4% (Terzic et al., 2014).
Se encuentran en productos como leche y cremas fermentadas, en los quesos donde
es la microflora predominante y en los cuales desempefian un papel irremplazable
contribuyendo a la textura, sabor, y asegurando la conservacion de los quesos. Este
género tiene varias especies y subespecies, de las cuales los cuatro tipos siguientes
son utilizados en la elaboracion de quesos: Lc. sbp. Lactis, Lc. lactis sbp. Cremoris y

Lc. lactis sbp. Lactis biovar. Diacetylactis, Lc. garvieae (Castafieda y Zepeda, 2016).

Estas especies de microorganismo se desarrollan naturalmente en la leche cruda
de animales como bovino, ovino y caprino, sobretodo en leches que son
almacenadas a temperatura ambiente como predominantes bacterias mesofilas.
Cepas de Lactococcus, garvieae, también han sido aisladas de lecherias, ambientes
marinos (peces) y su presencia en el queso se puede deber a los niveles altos de
uso de sal, sobretodo de sal marina en la preparacion de salmuera, por lo que se
considera una bacteria muy tolerante e importante papel durante el proceso de
maduracién del queso. Teniendo un efecto especifico en el desarrollo de los sabores
(Avnikirmaci et al., 2016).

Importancia en la Industria - Lactococcus lactis es la especie mas utilizadas en la
produccion de quesos frescos, de pasta dura, prensada semi 0 no cocida, quesos de
pasta hilada y otros productos fermentados. Siendo una especie considerada segura
para el consumo humano a sabiendas de formar compuestos secundarios como la
bacteriocina “nisina” al biodegradarse en el tracto intestinal (Heredia et al., 2017).
Presentando ademas un sistema proteolitico complejo que junto con otras enzimas
convierten a la caseina en péptidos y aminoacidos; siendo estos ultimos los
principales precursores de compuestos volatiles, metabolizados a aldehidos,
cetonas, aminas y alcoholes (Gutiérrez et al., 2008). La cepa Lc lactis es un iniciador
mayormente utilizado como cultivo de inicio desarrollando una acidez muy

pronunciada (homofermentativa), es una especie muy considerada para la
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produccion del afiejamiento del queso Cheddar de pasta semi dura a dura (Reyne et
al., 2011; Reale et al., 2016).

Enterococcus (E): comprende un aproximado de 30 especies de bacterias que
fueron separadas del género Streptococcus al encontrar diferencias genéticas
significativas entre las cepas; especialmente las mayormente encontradas en
productos lacteos como: E. casseli, E. durans, E. faceium, E. faecalis, E.gallinarum.
Son bacterias Gram positivas, células esféricas, dispuestas individualmente, en
pares o0 cadenas cortas, catalasas negativas, no esporuladas, algunas cepas
presentan movilidad. Tienen una capacidad de crecen en la amplia gama de
temperaturas entre 10 y 45°C y concentraciones altas de sal (CINa) de 6.5%, y bajo
pH (3.5 a 9.5). Son bacterias anaerobias facultativas, heterofermentativas facultativas
produciendo como compuesto principal acido lactico (Duygu et al., 2014; Castafieda
y Zepeda, 2016).

Las diferentes especies de Enterococcus aparecen cuando las condiciones en el
ordefio y pasos del procedimiento de elaboracién del queso son antihigiénicas,
siendo el punto de lanza para que estos microorganismos entren a la leche por
diferentes vias de contaminacién como son principalmente por agua contaminada,
equipo de ordefio, y tanque de almacenamiento de la leche (Avnikirmaci et al., 2016;
Ispirli et al., 2017)

Importancia en la Industria — Dentro del grupo BAL, Enterococcus es el mas
controvertido género. El uso de este grupo en los alimentos ha sido cuestionado,
debido a los posibles problemas de salud asociados en enfermedades nosocomiales.
A pesar de estas consideraciones, esta especie se encuentra en altas densidades en
muchos quesos de leche cruda, teniendo efectos beneficiosos sobre el desarrollo de
aroma y sabores durante la maduracion de muchos tipos de queso (Domingos et al.,
2017). E. faecalis, es comun encontrarla en alimentos fermentados y fuertemente
asociados a la produccion de bacteriocinas lo que pudiera contribuir con su

caracteristica de seguridad (Chombo et al., 2016; Heredia et al., 2017).
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Estas especies principalmente se encuentra como poblaciébn en el queso,
teniendo un rol importante en el desarrollo del sabor, aroma y textura segun
Avnikirmaci et al., (2016). Son microorganismos proteoliticos que degradan la
caseina, teniendo por objetivo el desarrollo de la textura del queso. Ademas, algunos
péptidos contribuyen a la formacion de un buen sabor, sin embrago esta proteina
puede aportar un sabor amargo indeseable en el producto final, debido a la
degradacion secundaria de los aminoacidos con gran impacto en el desarrollo del

sabor del queso.

El 92% de los Enterococos producen diacetilo, y las especie que mayor cantidad
de diacetil producen es la cepa E. faecalis, la cual presentan mucho mas actividad
proteolitica que E.faecium metabolizando mucho mejor el citrato el cual contribuye a
desarrollar distintas propiedades y calidad en aromas y sabores (Domingos et al.,
2017). Otros compuestos que desarrollan las distintas especies y que se relacionan
con el olor, es la produccién de acetaldehido, acetoina, y otros importantes

compuestos volatiles (Duygu et al., 2014).

En quesos europeos se utiliza la cepa de Enterococcus spp como un cultivo
iniciador adjunto empleado para elaborar quesos del tipo Feta, Morzzarella y
Cabreiro por su actividad proteolitica y lipolitica (Avnikirmaci et al., 2016). En el
gueso Cotija Mexicano E. faecalis prevalece como cultivo nativo hasta por 90 dias de

maduracién, seguido por E. faecium en menor proporcion (Chombo et al., 2016).

Weissella (W): este género comprende ser bacterias heterofermentativas
obligadas, en forma de barras pequefias o cocobacilos en pares o cadenas, se han
confundido a menudo con Lactobacillus spp. Gram positivas, catalasa negativa,
anaerobia facultativa. La temperatura de crecimiento Optima es 18-24 °C, pero
muchas cepas también crecen a 30 °C. La bacteria produce &cido a través de la
fermentacién de la galactosa, maltosa, melibdiosa, sacarosa. El linaje de estas
especies fue separado del género Leuconostoc mesesenteroide por diferencias
genéticas sobre todo que Weissella son mas tolerantes al CINa que L. mesenteroides

y puede crecer en los medios con un pH inicial por debajo de 5. Hasta la fecha, se
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han identificado diecinueve especies de Weissella, a saber, entre las importantes en
productos lacteos son: W. confusa, W. halotolerans, W. hellenica, W. kandleri, W.
minor, W. paramesenteroides, W. thailandensis y W. viridescens (Bjorkroth et al.,
2002; Castafieda y Zepeda, 2016).

Weissella habita en una variedad de nichos naturales como vegetales frescos,
alimentos fermentados, productos carnicos, lodo de maquinas de ordefio, leche,
sedimentos y peces de estuario de bahias y rumen bovino; asi como tracto urogenital
y gastrointestinal de humanos y muchos animales (Fusco et al., 2015). En algunos
estudios, especies de Weissella han sido analizadas para actividad antimicrobiana, y
en lo que respectas W. paramesenteroides posee esta actividad ya que produce
compuestos gque actian como bacteriocinas (Serna et al., 2010; Emerenini et al.,
2014; Fusco et al., 2015). W. viridescens se ha aislado a partir de muestras clinicas

humanas y considerado un patégeno oportunista (Kamal et al., 2015).

Importancia en la Industria — La persistencia de Wesissella como BAL no ha sido
seflalada poblacion dominante en quesos madurados, sin embargo W.
paramesenteroides es conocida en queso Cotija, como la especie que caracteriza al
gueso madurado de origen que se elabora en la Sierra de Jalmich entre Jalisco y
Michoacan (Escobar et al., 2016). EI género Weissella es una bacteria de interés en
el ambito de derivados lacteos en especial leches acidas, y que por su cualidad no se
utilizada en el control de los defectos sensoriales en quesos; teniendo una aptitud de
adaptacion y persistencia en entornos de un queso duro, con capacidad proteolitica y
lipolitica que no afecta significativamente a las caracteristicas de sabor y aroma del
gueso como lo mencionan Lynch et al. (2014) en quesos Cheddar elaborados
artesanalmente. Sin embargo, este género presenta capacidad de contribuir a la
textura del queso, ademas de tener un potencial efecto promotor de la salud
desarrollando funciones bioactivas en contra de patégenos como Listeria spp (Serna
et al., 2010).
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Resumen
La comunidad de Ojos Negros esta ubicada en el municipio de Ensenada Baja California,
México. Desde 1930, los residentes locales fabrican un queso artesanal muy apreciado en la
region; sin embargo, la leche cruda y el queso nunca han sido analizados por la calidad
microbioldgica y de higiene del producto final. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
calidad microbioldgica, fisica y quimica de la leche cruda utilizada para producir queso y el
queso artesanal producido en las 22 unidades de produccién individuales. Se tomaron
muestras de queso y leche de las unidades de produccion para realizar pruebas
microbioldgicas. Se realizaron determinaciones fisicas y quimicas de proteinas, grasas y
lactosa utilizando un analizador LACTOSCAN-S. Los resultados del analisis de la leche
mostraron un contenido de proteina (33,11 g/l) y grasa (39,89 g/l) dentro de los pardmetros de
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la normatividad. Para la calidad microbioldgica de la leche, los resultados del recuento de
mesdfilos aerdbicos mostraron un cumplimiento del 64% con las regulaciones; sin embargo, el
mismo conteo de mesofilos aerdbicos en las muestras de queso resultd en solo el 4% de
cumplimiento con las regulaciones. No hubo deteccion de Salmonella spp. o Listeria
monocytogenes en cualquiera de las muestras de leche o de queso probadas. Se deben
incorporar buenas précticas sanitarias y de fabricacion para mejorar la calidad sanitaria y de
higiene para la produccién de queso artesanal en la comunidad de Ojos Negros.

Palabras claves: Ojos Negros, queso artesanal, composicion quimica, calidad microbioldgica.

Abstract

The Ojos Negros's community is located in the municipality of Ensenada Baja California,
Mexico. Since 1930, local residents manufacture an artisan cheese highly appreciated in the
region; however, raw milk and cheese never have been analyzed for microbiological and
hygiene quality of the final product. The objective of the present study was to evaluate the
microbiologic, physical and chemical quality of the raw milk used to produce cheese and the
artisan cheese produced in the 22 individual production units. Cheese and milk samples were
collected from production units for microbiological testing. Physical and chemistry
determinations for protein, fat and lactose was performed using a LACTOSCAN-S analyzer.
Results from milk analysis shown a protein (33.11 g/l) and fat (39.89 g/l) content within the
parameters of the regulation codes. For microbiological quality of milk, the results of the
aerobic mesophiles count shown a 64% compliance with regulations; however, the same
aerobic mesophiles count in cheese samples resulted in only 4% of compliance with
regulations. There was no detection of Salmonella spp. or Listeria monocytogenes in any of
the milk of cheese samples tested. Good sanitary and manufacturing practices need to be
incorporated to improve sanitary and hygiene quality for the production of artisan cheese in

the Ojos Negros community.

Key words: Ojos Negros, Artisan cheese, chemical composition, microbiological quality
En México la elaboracion de queso artesanal por parte de medianos y pequefios productores se
estima en alrededor del 25% del total producido al afio™. La elaboracién y venta de quesos

artesanales constituye una de las principales fuentes de ingresos para pequefios ganaderos a
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pesar de la baja rentabilidad de su actividad®®. En la regién de Ojos Negros del municipio de
Ensenada Baja California México desde 1930 se elabora en forma artesanal el llamado “queso
prensado de Ojos Negros™. Actualmente la produccion de éste queso (producido a partir de
leche sin pasteurizar) alcanza las 30 toneladas mensuales, mismas que sustentan
aproximadamente a 65 familias®. Sin embargo, los productores de queso se enfrentan a un
nuevo reto ya que las regulaciones mexicanas establecen que la leche utilizada para
produccion de queso debe ser pasteurizada®. Adicionalmente deben instrumentarse practicas
sanitarias para garantizar un producto inocuo y no represente un riesgo para el consumidor®.
En 2010 los productores regionales organizaron una asociacion afin de buscar asistencia
técnica, logrando el desarrollo de unidades de produccion; sin embargo, la calidad
microbioldgica del producto es cuestionable dada la utilizacién de leche sin pasteurizacion,
aunado a la ausencia de un sistema apropiado de buenas précticas de manufactura”. Por lo
anterior, el objetivo del presente estudio fue realizar un andlisis situacional la calidad
microbioldgica y fisicoquimica de la leche y queso producido en las 22 unidades queseras de
dicha region. El estudio se llevé a cabo en 22 unidades de produccién (UP) de queso artesanal
situadas en la localidad de Ojos Negros Municipio de Ensenada Baja California México
(31°45' y 32°04' latitud norte y 116°06" y 116°27' longitud oeste). El total de las UP se
encuentran dentro del programa de control de tuberculosis y brucelosis. El sistema de
produccidn es semi-extensiva (libre pastoreo y estabulacién), poseen infraestructura y equipo
adecuado para producir leche y quesos a escala familiar. En promedio cada hato produce 450
litros diarios de leche mismos que son destinados a la elaboracion de queso artesanal. Los
productores se encuentran en la fase inicial de instrumentar un programa de buenas practicas
de manufactura e higiene. Las muestras de leche de todas las UP fueron colectadas el mismo
dia de acuerdo a las especificaciones de la NMX-F-718-COFOCALEC®. De cada UP se
obtuvieron 100 mL de la leche del tanque para determinar su calidad sanitaria; la toma de
muestras de queso se realizé siguiendo las directrices de la NOM-109-SSA®). De cada UP se
recolectd una pieza de queso entero de aproximadamente 2.5 kg, en una sola ocasion. Las
muestras de leche y queso fueron trasladadas en hielera portatil a una temperatura de entre 7 y
10°C al Laboratorio de Analisis de Leche del 1ICV de la UABC, para su posterior
procesamiento.

Los Analisis microbiologicos para leche y quesos, se realizaron de acuerdo con el

procedimiento descrito en los apéndices B10, B16, B17 de la NOM-243-SSA1®). Requiriendo
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para leche y queso 1mL y 10g de muestra disueltos en 9 mL y 90mL de agua peptonada
bufferada 1% (Difco, New Jersey) respectivamente. Para el conteo de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) de cada muestra, se realizaron cinco diluciones depositando 1mL en placas
por duplicado para bacterias mesofilas aerobias en Agar Cuenta Estandar (MCD Lab,
Tlalnepantla, México), las placas que registraron entre 25 a 250 colonias fueron seleccionadas
para conteo. Para determinar coliformes fueron seleccionadas aquellas placas con registro de
30 a 300 colonias, y para el conteo de Hongos y levaduras, 1 mL de cada dilucién fueron
sembradas y analizadas a los cinco dias. Para el analisis de Salmonella 10mL de leche y 10g
de queso fueron pre-enriquecer en 90mL de Agua Peptonada (Difco, New Jersey) y después
de 24h de incubacion a 35+2°C fueron enriquecidos en caldo Tetrathionato (Difco, New
Jersey) y RappapotVassilidis (Difco, New Jersey) para posteriormente enriquecer la muestra,
sembrando en medios agar XLD (Difco, New Jersey), Hecktona (Difco, New Jersey) y Verde
Brillante (Difco, New Jersey). Procediendo a identificar mediante pruebas bioquimicas TSI
(BD Bioxon, Cuititlan Estado de México), LIA (BD Bioxon, Cuititlan Estado de México),
Urea (Difco, New Jersey) y RMVP (Difco, New Jersey). Para el analisis de Listeria
monocyogenes 259 de muestra de queso fue homogenizada en 225mL de caldo UVM (Difco,
New Jersey) e incubando a 30 °C por 24h, para posteriormente enriquecer en 10mL de caldo
Fraser (Difco, New Jersey) por 24hrs a 35+2°C. Se realizaron siembras en placas agar Oxford
(Difco, New Jersey), las colonias con pigmentacién color café con un halo fueron aisladas
para su purificacion e identificacion en agar Infusion Cerebro Corazon (Difco, New Jersey)
mediante morfologia de cocobacilo en cadena Gram positivo, motilidad positiva a 20-25°C,
prueba de oxidasa negativa, catalasa positiva y prueba API-Listeria (bioMérieux, St. Louis,
MO) respectivamente para su confirmacion, siguiendo los procedimiento respectivos del
apéndice B13 y B12 de la NOM-243-SSA®. La acidez en la leche se realiz6 de acuerdo al
procedimiento descrito en la NOM-155-SCFI1“?, y el pH se evalu6 con un potenciémetro
(Hanna Instruments, Carrolton TX). La determinacion fisicoquimica se realiz6 utilizando el
analizador LACTOSCAN-S (Milk Analyzer LTD modelo LS 90, Bulgaria) para determinar el
porcentaje de proteina, grasa, lactosa en la leche. Para cada una de las variables analizadas se
calculo la media + error estandar. Se utilizo la prueba t de Student para detectar diferencias
estadisticamente (p<0.05) entre los promedios de cada parametro comparado con los valores
deseables de las NOM que apliquen. Los resultados de la calidad fisicoquimica y nutricional

de leche utilizada en la elaboracién de queso artesanal en 22 UP de la regidn de Ojos Negros,
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México se presentan en el cuadro 1. Donde se observa diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) entre los promedios detectados de proteinas para cada clase (A, B y C)
con respecto al parametro de referencia que indica la normatividad NMX-F-700-
COFOCALEC™. Con respecto a la grasa, la clase A no mostré diferencia (p > 0.05) entre el
pardmetro deseable de la NOM vy el valor promedio. Sin embargo, cuando se comparé el
promedio para la clase C contra el parametro deseable se identificaron diferencias
significativas (p<0.05). En nuestro estudio las cifras para las clases A de proteinas (32.98) y de
grasa (36.62) fueron mejores que los reportados por Bernal®® en pequefios hatos lecheros
procedentes del Estado de México y de Oliszewski® en hatos lecheros de la region rural de
Cuenca de Trancas en Argentina donde se aprecian menor cantidad de proteina (30.55 g/l) y
de grasa (34.0 g/l), sin embargo ambas cifras son consideradas leche de buena calidad. Una
posible explicacién a estas variaciones pudiera ser el manejo alimenticio de la vaca con
respecto al racionamiento de nutrientes, libre pastoreo o a factores genéticos en las razas de
animales como lo sefialan De la Cruz @Y. Con respecto a la lactosa el 73% de las UP
presentaron un nivel deseable y no fue diferente estadisticamente (p>0.05) con el parametro
deseable de la NOM. Con respecto al 27% de las UP que fueron identificados con bajos
niveles de lactosa una posible explicacion es que también fueron identificadas con casos de
mastitis, es conocido que esta enfermedad propicia una reduccién en la secrecion de lactosa en
la leche 318 Con respecto al acido lactico solo el 18% de las UP se encontraron en niveles
aceptables de acuerdo la norma. Ademas, el 68% de las UP superaron el parametro de la
norma (p<0.05). Una posible explicacion es que las poblaciones bacterianas degradan lactosa a
medida que trascurre el tiempo de almacenamiento desarrollando progresivamente acidez en la

Ieche(l?,lS,lg)

. Por otra parte el 68% de las UP presentaron un promedio de pH deseable,
mientras que el 18% de las UP mostraron un promedio de pH > 6.95 (p<0.05) esto puede ser
explicado en parte porque la leche la mantienen en almacenamiento mas de 6 horas a
temperatura ambiente (entre 15 a 32°C) esto propicia un incremento de los microorganismos
lacticos y sobretodo coliformes y con ello un incremento en su acidez®®??. Al comparar
nuestros promedio observado de acidez titulable (1.720 gL) y pH (6.70) se aprecian similares
al informado en la regién de Argentina por Oliszewski®?, con una acidez de 1.726 gL y 6.75
de pH.

El cuadro 2, muestra la calidad microbioldgica de la leche utilizada en la elaboracion de queso

artesanal en 22 UP de la region de Ojos Negros. Los resultados muestran que el 64% de las
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UP obtuvieron promedios entre deseables (50%) y aceptables (14%) con respecto a la NMX-
F-700-COFOCALEC™ para mesofilos aerobios. Estas cifras son similares a los reportado por
Oliszewski (4.94 log UFC/mL)*®. Con respecto a los promedios de las clases no deseables (3
y 4) al compararlos con el pardmetro de referencia se detectd diferencia significativa (P<0.05).
Resultados similares fueron obtenidos por Perkins®® y De la Cruz®¥, mismos que sefialaron
que cuentas de mesdfilos > 6 log indican problemas sanitarios del hato. Una posible
explicacion es que los hatos no cuentan con un programa de medicina preventiva secundaria
que permita identificar problemas sanitarios entre ellos mastitis subclinica lo que se reflejan en
altos niveles de mesoéfilos. Ademas el 100% (22) de las UP presentaron un promedio de
coliformes no deseables (p<0.05) por encima de la normatividad (NOM-243-SSA1)®. Aunque
nuestros resultados se aprecia mas bajo a los reportados por Oliszewski*® con 5.64 log
UFC/mL. El incremento de meséfilos y coliformes no necesariamente indica una
contaminacion fecal directa en la leche pero si precisan deficiencias de higiene y rutinas de
ordefia sin buenas préacticas de manejo durante la obtencion y almacenamiento de la
leche®?223) Otro aspecto relevante fue que en ninguna de las UP se identifico Salmonella
spp, ni Listeria spp, lo cual es deseable ya que estas bacterias representan un riesgo para la
salud del consumidor®? .

La calidad microbioldgica del queso producido en las 22 UP se muestra en el cuadro 3 donde
se observa que Unicamente el 18% de las UP presentaron conteos similares estadisticamente
(p>0.05) al pardmetro deseable de mesofilos aerobios. El resto de las UP mostraron promedios
no deseables (p<0.05) de mesofilos por encima de la normatividad (NOM-243-SSA1)®). Con
respecto a coliformes el 100% de las UP presentaron cifras promedio por encima del
parametro establecido por normativa (P<0.05). La alta incidencia de coliformes y de mesofilos
en los quesos de las UP indica deficiencias en las practicas de higiene y manufactura. Una
posible explicacion a estos es que el queso se elabora con leche conservada a una temperatura
promedio de 20°C. Diversos estudios muestran que la temperatura de conservacion es un
factor importante que puede contribuir en el incremento de microorganismos alterantes
dafando su estabilidad, mismos que de no ser controlados podrian tener un efecto directo
sobre la calidad y la vida atil del queso®>?®%19- Es importante destacar que valores superior a
>6 logip mesofilos y >5 logip de coliformes también fueron reportados en otros
estudios®’%2%39) Torres®) mencionan que el incremento de meséfilos aerobios se considera

un proceso normal en los primeros 30 dias de su elaboracién debido a que se presentan
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reacciones quimicas que acompafian la multiplicacion de microorganismos durante la
coagulacion y drenaje del suero, debido a la presencia de bacterias acido lacticas (BAL). En
relaciobn a bacterias patdgenas como Salmonella spp y Listeria monocytogenes no se

detectaron en el queso prensado cumpliendo con lo establecido en la regulacion mexicana.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Los productores de queso de la region de Ojos Negros tienen mas de 88 afios produciendo este
queso artesanal mismo que es ampliamente apreciado por el consumidor. Sin embargo, no
existia informacion sobre la calidad del mismo. Este trabajo representa el primer estudio sobre
calidad la calidad sanitaria y fisicoquimica de la leche y el queso producido en esta region.
Los resultados muestran que algunos parametros de calidad fisicoquimica tales como la
proteina, grasa y lactosa superan a los parametros deseables de la normatividad. Otro aspecto
relevante fue que en ninguna de las UP se identificd Salmonella spp, ni Listeria spp, lo cual es
deseable ya que estas bacterias representan un riesgo para la salud del consumidor. Sin
embargo, la calidad sanitaria de la leche y el queso en algunos indicadores se encuentra por
encima de los pardmetros que exige la normatividad. Por lo anterior, es imperativo que estas
UP continden trabajando sobre la instrumentacion de un programa de medicina preventiva que
atienda los casos de mastitis infecciosa y sobretodo continuar con la capacitacion a los
productores para mejorar la calidad microbiologica de la leche y queso a fin de mejorar
indicadores fuera de norma.

La produccidn artesanal del queso de ojos negros tiene en la region una notable importancia
cultural, socio econdémico y gastrondmico sin embargo debera mejorar sus procesos para
cumplir con los requisitos establecidos por la legislacion actual para garantizar la inocuidad,

asegurar su subsistencia y proteger el patrimonio cultural de este este queso.
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Cuadro 1: Calidad fisicoquimica y nutricional de leche utilizada en la elaboracion de queso

artesanal en 22 UP de la region de Ojos Negros, México.

Indicador? Valores de Referencia®
g/L N (%) Media (DS)*
Proteina g/L Clase A deseable > 31a 14 (63%) 32.98" (0.287)
Clase B minimo 30 -30.9 6 (27%) 30.46" (0.116)
Clase C minimo 28 a 28.9 2 (10%) 28.10" (0.100)
Grasa g/L Clase A deseable > 32° 10 (46%) 35.62 % (3.949)
Clase B minimo 31 1 (4%) 31.50
Clase C minimo 30 11 (50%) 27.01°(1.138)
Lactosa g/L Deseable  47.5° 15 (73%) 47.74° (0.495)
No deseable < 44 7 (27 %) 42.80° (0.728)
Acido lactico g/L No deseable >1.9 15 (68%) 2.438" (0.076)
Deseable 1.3-1.8° 4 (18%) 1.720° (0.080)
No deseable < 1.29 3 (14%) 1.153° (0.016)
pH No deseable > 6.9 4 (18%) 6.95° (0.016)
Deseable  6.5-6.8 ° 15 (68%) 6.70° (0.045)
No deseable < 6.4 3 (14%) 6.33% (0.066)

! Valores que representan la media+ desviacion estandar

2 NMX-F-700-COFOCALEC-2012.

t student (p<0.05) la letra @ en el superindice indican diferencia estadisticamente
significativa entre los promedios de cada variable detectada comparado con los valores de la
normay ® p>0.05



Cuadro 2. Calidad microbioldgica de la leche utilizada en la elaboracion de queso artesanal en 22

de la region de Ojos Negros, México.

Indicador Valores de
referencia N (%) Media (SD)*
(logyp CFU/ mL™)

“Cuenta mesdfilos aerobios /mL

Clase 1 <100,000 UFC/ml 11 (50%) 1.67" (0.189)
(<5.0)° Deseable

Clase 2 101,000-300.000 3 (14%) 5.11%(0.110)
(5.1-5.47) Aceptable

Clase 3 >301,000 — 599,000 1 (4%) 5.60
(>5.48 -5.77) No deseable

Clase 4 >600,000 — 1,200,000 7 (32%) 7.53"(0.348)
(>5.78) No deseable

*Coliformes UFC/mL <10 UFC/mL ND
(=1) Deseable
<11-100 UFC/mL 1 (5%) 2.00
(1.04-2.0) No deseable
>101 UFC/mL 21 (95%) 5.589" (0.384)
(>2.1) No deseable

*Salmonella spp 25¢ Ausencia 22 (100%)

3Listeria monocytogenes 25g Ausencia 22 (100%)

! desviacion estandar

NMX-F-700-COFOCALEC-2012

*NOM-243-SSA1-2010. Métodos de prueba: coliformes totales <10 UFC (<1 logyo CFU mL™)

ND — no detectado

t student (p<0.05) la letra @ en el superindice indican diferencia estadisticamente significativa
entre los promedios de cada variable detectada comparado con los valores de la norma y ®

p>0.05
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Cuadro 3. Calidad microbiolégica del queso artesanal de 22 UP de la region de Ojos Negros,

México.

Indicador Valores de
referencia’ N (%) media (DS)*
(logy CFU/ g ™Y)

Cuenta meséfilos aerobios <100,000 UFC/ml 4 (18%) 4.65%(0.472)
(<5)° Deseable
101,000-2,430,000 3 (14%) 6.43" (0.115)
(5.1-6.4) No deseable
>3,120,000 15 (68%) 7.26"°(0.420)
(>6.5) No deseable

Coliformes <100 UFC ND -
(£2.0)° Deseable
990 —>184,000 22 (100%) 5.20" (0.182)
(83— 2>5) No deseable

Salmonella spp 25g Ausencia 22(100%)

Deseable
Listeria monocytogenes 25g Ausencia 22(100%)
Deseable

2 Mohos y Levaduras 500 UFC/g 1 (4%) 2.70
(2.7)° Deseable
>500 UFC/g 21 (96%) 4.57 " (0.230)
(>2.71) No deseable

'Desviacion estandar.

’NOM-243- SSA1-2010 coliformes totales <100 UFC (< 2.0 Log10 CFU mL-1)

t student (p<0.05) la letra @ en el superindice indican diferencia estadisticamente significativa
entre los promedios de cada variable detectada comparado con los valores de la norma 'y ®

p>0.05
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Identificacion de bacterias acido lacticas en quesos artesanales de Baja California,

México, por secuenciacion del gen ARNr 16S
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Resumen

En este estudio, se identificaron 43 aislados de bacterias acido lactico (BAL) en distintos
quesos elaborados con leche cruda de vaca a diferentes tiempos de maduracion en dos
estaciones del afio. La identificacion fue realizada por amplificacion del gen bacteriano ARNr
16S por PCR y secuenciacion. Las especies Enterococcus faecalis (27.9%) y Lactobacillus
plantarum (32.6%) se encontraron durante todo el periodo de maduracion de los quesos en
invierno, en tanto en verano solo L. plantarum prevalecid durante todo el proceso de
maduracion. Enterococcus faecium (11.7%) y Lactococcus lactis subsp. Lactis (14%) perduro
en ambas estaciones en diferentes tiempos de maduracion. Weisella paramesenteroides (2.3%)
se encontro solo durante el periodo invernal, en tanto en verano se encontraron Lactobacillus
paracasei (2.3%), Lactobacillus rhamnosus (2.3%), L. lactis subsp. Lactis bv. diacetylactis
(2.3%.) y Weisella viridescens (11%). En el presente estudio las especies identificadas
sugieren que el queso de esta region tiene caracteristicas microbioldgicas distintivas y que
éstas varian en funcion de la estacion del afio, haciendo necesaria una estandarizacion o
inocular cepas de BAL locales para mantener las caracteristicas deseadas en el queso durante

todo el afo.
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Summary

In this study, 43 isolates of lactic acid bacteria (LAB) were identified in different cheeses
made with raw cow's milk at different maturing times in two seasons of the year. The
identification was made by amplification of the bacterial gene 16S rRNA by PCR and
sequencing. The species Enterococcus faecalis (27.9%) and Lactobacillus plantarum (32.6%)
were found throughout the period of maturation of the cheeses in winter, while in summer
only L. plantarum prevailed during the whole maturation process. Enterococcus faecium
(11.7%) and Lactococcus lactis subsp. lactis (14%) persisted in both seasons at different
maturation times. Weisella paramesenteroides (2.3%) was found only during the winter
period, while in summer Lactobacillus paracasei (2.3%), Lactobacillus rhamnosus (2.3%), L.
lactis subsp. Lactis bv. diacetylactis (2.3%.) and Weisella viridescens (11%). In the present
study the identified species suggest that the cheese of this region has distinctive
microbiological characteristics and that these vary depending on the season of the year,
making it necessary to standardize or inoculate local BAL strains to maintain the desired

characteristics in the cheese throughout year.
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Introduccion

El queso denominado Real del Castillo, elaborado en la region de Ojos Negros, municipio de
Ensenada, Baja California, México ha alcanzado una alta aceptacion en la region de la ruta del
vino y otras partes del estado. Tradicionalmente su elaboracién fue incorporada por
inmigrantes europeos y ahora una adaptacion artesanal es utilizada desde 1930. Es un queso
elaborado todo el afio con leche de vaca sin pasteurizar y sin el agregado de cultivos
bacterianos iniciadores de la fermentacion, (Hernandez, 2015). Se distingue por ser prensado,
de pasta semidura a dura, con o sin corteza, y su comercializacion ocurre en diferentes dias de
maduracion de acuerdo a la demanda y capacidad de produccion, siendo generalmente entre 1
y 21 dias (Silva et al.,2017). Al igual que otros quesos, el proceso de elaboracion implica
manipulacion directa de los ingredientes en el quebrado, salado y moldeado de la cuajada, y
distinto tiempo y peso en el prensado y maduracion de la pasta, careciendo de estandarizacién
en estos procesos. Al parecer estos factores influyen en que se desarrollen diferentes bacterias
acido lacticas (BAL) y con ello las caracteristicas finales del queso sean muy variables
(Domingos et al., 2017). Uno de los géneros de BAL mas comunes en quesos no pasteurizados
es Lactococcus, el cual constituye parte de la microbiota natural de la leche y de la mayoria de
los cultivos iniciadores comerciales con actividad acidificante y ligeramente proteolitica en la
industria lactea (Terzic et al., 2014). Por otro lado, bacterias de los géneros Lactobacillus y
Enterococcus confieren gran variedad de sabores y texturas a los quesos (Domingos et al.,
2017). Es importante sefialar que las BAL nativas pueden determinar las caracteristicas del
queso de una region geogréafica (Gonzélez et al., 2016), en consecuencia diferentes autores han
distinguido genotipicamente BAL mediante secuenciacion del gen ARNr 16S en distintos
quesos mexicanos, como el Cotija (Escobar et al., 2016; Chombo et al., 2016), queso
Chihuahua (Renye et al., 2011), asi como quesos Europeos como el Pico de Portugal
(Domingos et al., 2017), Manchego de Espafia (Sanchez et al., 2006) y Raschera del Valle
Piedmont en Italia (Dolci et al., 2008). Debido a que se desconocian las especies de BAL en el
qgueso de Ojos Negros, en este estudio se identificaron 43 aislados en distintos quesos
elaborados con leche cruda de vaca a diferentes tiempos de maduracion en dos estaciones del

afo.
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Material y métodos

En este estudio, se seleccionaron dos quesos de tres unidades productoras por estacién del
afio y se fraccionaron en dos piezas cada uno para obtener finalmente 24 piezas
correspondientes a los dias 1, 21, 42 y 63 dias de maduracion. Las muestras se mantuvieron en
un rango de temperatura de 12 a 17°C y 72-87% de humedad relativa (HR) simulando
condiciones de las salas de oreo de origen, utilizando un refrigerador convencional con un
dispositivo aireador y humidificador colocado en su interior. Al término de maduracion
adecuado, cada muestra se analizd para bacterias acido lacticas (BAL), cultivando en agar
Man Rogosa Sharpe (MRS: Difco, USA) y medio sélido M17 suplementado con lactosa para
determinar su presencia (Sanchez et al., 2006). Posteriormente se seleccionaron colonias que
concordaran con tincion Gram-positiva y morfologia (coco, bacilo, cocobacilo), catalasa-
negativa (H202, 3% vol / vol) y citocromo-oxidasa-negativa segun Caraffa et al. (2015) y
@stlie et al. (2016). Una vez caracterizados los aislados, se cultivaron en 4 ml de los mismos
medios utilizados para el aislamiento durante 24 horas a 350C, tomando una alicuota para
agregarle 10% v/v de glicerol para su mantenimiento a -200C, en tanto al resto del volumen se
le procedié a extraer ADN utilizando el paquete comercial DNeasy blood &Tissue Kit
(QIAGEN, USA) siguiendo el protocolo para bacterias Gram positivas descrito por el
proveedor. EI ADN fue resuspendido en 100 ul de agua grado molecular, se sometié a
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X, se tifié con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio,
se observd en luz ultravioleta y se cuantificé por espectrofotometria a 260/280 nm. La
amplificacion del gen ARNr 16S se realiz6 utilizando los oligonucledtidos universales UNI 8F
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y UNI 53SR 3-GTATTACC GCGGCTGCTGG-5,
que amplifican un fragmento de aproximadamente 527 pb. Las condiciones de amplificacion
fueron un ciclo de pre-desnaturalizacion a 94°C por 2 min, seguida de 35 ciclos bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C durante 30 s, alineacion a 55°C durante 60 s,
extension a 72°C por 30 s, y un ciclo de extension final a 72°C por 3 min (Negoro et al.,
2013). 10 pl de los productos de PCR fueron observados en gel de agarosa al 1.5% en TAE
1X, tefiidos con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio y visualizados en luz ultravioleta.
Posteriormente los productos de PCR se dializaron utilizando filtros de 0.025um (millipore,
USA), se prepararon alicuotas con 400ng de ADN y 10 pmol de oligonucledtido UNI 8F en un

volumen total de 12 pl y se enviaron a secuenciar a Eurofins Microbiology (CA, USA). Las
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secuencias obtenidas fueron introducidas en el programa BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) seleccionando aquellas con una identidad del 96 al
100 % (Rossetti et al., 2005). Los datos de aislados de BAL en los medios de cultivo (MRS y
M17), dias de maduracion (1, 21, 42 y 63) y estacion del afio (invierno y verano) se analizaron

utilizando el paquete Statistix 9.1 de Windows, para obtener las proporciones de cada variable.

Resultados y discusion

En la tabla I, se presentan los 43 aislados de BAL obtenidos e identificados por
secuenciacion del gen ARNr 16S en muestras recuperadas en medios de cultivo MRS y M17.
Es interesante notar que los géneros Lactobacillus (16/43 37.2%) y Weisella (3/43 7%)
crecieron solamente en agar MRS, aunque también se recuperaron en este medio Enterococcus
spp (8/43 18.6%) y Lactococcus spp. (1/43 2.3%). Estos resultados son similares a los trabajos
de Renye et al. (2011), Fusco et al. (2015) y Avnikirmaci et al. (2016) quienes sefialaron que
el medio MRS es el sustrato preferido por Lactobacillus, coincidiendo ademas en su baja
selectividad, ya que también pueden crecer algunos aislados de los géneros Lactococcus,
Streptococcus, Pediococus, Enterococcus, Leuconostoc, Weisella y Pseudomonas. ElI medio
de cultivo M17 solo favorecio el crecimiento de Enterococcus spp. (9/43 21%) y Lactococcus
spp. (6/43 14%) siendo este sustrato el preferido en varios estudios para el aislamiento de estos
géneros en queso (Carvalho et al., 2003; Dolci et al., 2008; Renye et al., 2011; Domingos et
al., 2017).

En la tabla Il se muestran las proporciones de aislados de BAL obtenidos en quesos en dos
estaciones del afio. Las especies encontradas en la estacion invernal fueron E. faecalis (10/25
40%), L. plantarum (8/25 32%), E.faecium (4/25 16%), L. lactis subsp. Lactis (2/25 8%) y W.
paramesenteroides (1/25 4%), en tanto en verano las especies encontradas fueron L.
plantarum (6/18 33.2%), L. lactis subsp. Lactis (4/18 22.2%), E. faecalis (2/18 11.1%) y W.
viridescens (2/18 11.1%), encontrandose también E. faecium, L. paracasei, L. rhamnosus y
L.lactis subsp. Lactis bv. Diacetylactis, cada una con un solo aislado (5.6%). Al comparar
nuestros resultados, con los obtenidos por Terzic et al. (2014), para un queso artesanal,
elaborado todo el afio con leche cruda y madurado por 15 dias en la region de Bosnia-
Herzegovina, se aprecian similitudes, ya que reportaron 40% de aislados del género

Enterococcus, 38% de Lactococcus y 10% de Lactobacillus, en tanto en nuestro estudio si
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bien Enterococcus fue el mas representado (56%), el género Lactobacillus también estuvo
bien representado (32%), en tanto el género Lactococcus solo represento el 8% del total de
aislados. En verano, los mismos autores sefialan variaciones en el comportamiento de las
BAL, con una disminucion en Enterococcus (18%) e incremento de Lactococcus (43%) vy
Lactobacillus (30%); si bien estas proporciones difieren con los hallazgos presentados en este
estudio, se aprecia un comportamiento similar al incrementarse Lactobacillus (44%) y
Lactococcus (28%), y disminuir Enterococcus (17%). Una posible explicacion en las
variaciones de Lactobacillus seria su capacidad de multiplicarse a temperaturas de entre 30
hasta 45 °C, asi como su tolerancia a ambientes acidos menores a 5.3 de pH (Renye et al.,
2011), mientras que las variaciones en la frecuencia de Enterococcus pueden depender del tipo
de queso, estacion del afio en la que se elabora, de su actividad halotolerante y proteolitica
(Vallejo et al., 2008). El género Lactococcus es el principal responsable de la acidificacion del
queso, sin embargo, su frecuencia depende de su incapacidad de tolerar concentraciones
elevadas de sal (> 6.5%), un suceso que cominmente ocurre en quesos artesanales conforme
trascurre su maduracion (Terzic et al., 2014).

En cuanto a la proporcion de especies de BAL por dias de maduracion (Tabla I1), se observd
que L. plantarum fue la especie que mas perduro del dia 1 al 63 de maduracién en los quesos
de invierno (8/25 32%) y verano (6/18 33.2%). Esta especie se ha encontrado en diferentes
quesos tradicionales elaborados con leche cruda en proporciones del 30% en queso Manchego
(Sanchez et al., 2006), 38.74% en queso Cotija Mexicano (Escobar et al., 2016) y 19.3% en
queso Pico Portugués (Domingos et al., 2017), siendo los dos primeros casos similares en
proporcién a los resultados obtenidos en este estudio. L. plantarum es una especie cuyo rasgo
fisioldgico caracteristico es su tolerancia al &cido y altas concentraciones de sal, como
consecuencia de su metabolismo heterofermentador, por lo que es una especie comdnmente
encontrada en muestras de queso madurado durante 3 a 4 meses, produciendo ademas acetoina
debido al incremento en la protedlisis secundaria durante el envejecimiento del queso,
ocasionando el desarrollo e intensidad en sus sabores y aromas (Dolci et al., 2008). Otras
especies de este género con menor presencia fueron L. paracasei (1/18 5.6%) y L. rhamnosus
(1/18 5.6%), presentes hasta los 21 dias de maduracién en verano. L. paracasei se ha
reportado en quesos semi-duros como el Manchego, Noruego y Pico (Sanchez et al., 2006;
@stlie et al., 2016; Domingos et al., 2017) en 11.5 %, 20 % y 13.15% de los aislados

respectivamente.
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E. faecalis, una especie reportada en quesos elaborados con leche cruda en otros estudios se
encontrd durante todo el periodo de maduracion en este estudio como poblacion dominante
(10/25 40%) y en menor medida se observé E. faecium (4/25 16%) a los 63 dias de
maduracion en época de invierno, difiriendo la frecuencia de estas especies con la observada
en verano, la cual fue menor. La permanencia de E. faecalis se puede deber a su capacidad de
subsistir cuando el acido lactico se consume y el pH disminuye como lo sefialan Carvalho et
al. (2003) y Carrafa et al. (2015), condicion que afecta al desarrollo de E. faecium, especie
poco tolerante a pH &cido. Una posible explicacion del comportamiento de estas dos especies
en nuestro trabajo, pudieran ser las condiciones de acidez que se desarrollaron en los quesos
durante su maduracion, resultando los quesos en invierno con menor acidez (5.83+0.32) y
porcentaje de acido lactico (0.935+0.33) en contraste con los quesos de verano, que tuvieron
un pH de (5.37+0.32) y 0.492+0.17 de porcentaje de &cido lactico (datos no mostrados). De
todas las BAL, el género Enterococcus es el mas controversial para usarse en alimentos, y su
presencia ha sido cuestionada debido a su potencial asociacion con problemas de salud, ya que
su existencia precisa deficiencias de higiene como fuentes de agua contaminada y rutinas de
ordefa sin buenas practicas durante la elaboracion y procesamiento de quesos. Aun asi, se ha
encontrado en alta proporcion en muchos quesos elaborados con leche cruda mejorando su
sabor, siendo E. faecalis, y E. faecium especies fuertemente ligadas a quesos semiduros como
el queso Travnik elaborado en la region de Bosnia y Herzegovia y sefialado por Terzic et al.
(2014) con 11.3 a 25% respectivamente en los aislados recuperados y en el queso Urfa de la
region de Turquia, donde se report6 un 40% de aislados de E. faecium y 18.57% de E. faecalis
(Avnikirmaci et al., 2016). En el queso llamado Pico elaborado en la region de Portugal, se
reporté una frecuencia de 71% de E. faecalis por Domingos et al., (2017), quienes ademas
sefialaron que el género Enterococcus degrada la caseina y genera compuestos como el
diacetilo durante la maduracion, mejorando el sabor y aroma en los quesos. Por otra parte E.
faecium en queso Cotija (Escobar et al., 2016; Chombo et al., 2016), ha sido sefialado como
promotor del desarrollo de cambios fisicoquimicos deseados y produccion de bacteriocinas.

En cuanto a Lactococcus lactis subsp lactis, su presencia solo se observé a los 21 dias en
invierno (2 / 8%) y en verano se observo desde el dia 1 al 42 (4/ 22.2%). L. lactis subsp. lactis
bv. Diacetylactis fue recuperada solamente al principio de la maduracion en verano (1 /5.6%).
Una condicion que caracteriza a esta especie con metabolismo homofermentador obligado y

tolerante al acido, es su falta de adaptacion a condiciones de salinidad, siendo inhibida en
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ambientes por arriba de 4 % de NaCl como lo explican Terzic et al. (2014) y Avnikirmaci et
al. (2016), a diferencia de otros géneros que estan adaptados a vivir por arriba de
concentraciones de 6.5% de sal como son Lactobacillus, Enterococcus y Weisella que también
fueron aislados en este trabajo. La baja frecuencia de aislados del género Lactococcus pudo
deberse a la falta de control sobre la cantidad de sal afiadida a la cuajada durante el proceso de
salado del queso Ojos Negros o a la concentracion de sal que aumenta en el queso a medida
que va perdiendo agua durante su maduracion. Dado que no se analizé el contenido de sal en
este trabajo, es importante considerar esta variable en futuros trabajos. L. lactis subsp. lactis es
una BAL comUnmente utilizada en la industria lactea como cultivo iniciador por su capacidad
de acidificar en corto tiempo y su actividad proteolitica, su presencia predomina antes y
durante la maduracién en quesos y ha sido reportada en la produccion y maduracién de quesos
artesanales con 33% en el queso Pico (Domingos et al., 2017) y 60% en queso Chihuahua
(Renye et al., 2011). L. lactis subsp. lactis bv. Diacetylactis, es una biovariedad utilizada
comunmente en diversos quesos por su alta capacidad de produccién de diacetilo al comienzo
de la maduracion en quesos de pasta dura y prensada, siendo el compuesto constituyente de los
aromas cremosos y mantecosos del queso Cheddar, Cambembert, Edam y Gouda (Passerini et
al., 2013).

El género Weissella fue el menos frecuente en los quesos al comienzo de la maduracion,
aislandose W. paramesenteroides (1/4%) en invierno y W. viridescens (2/11.1%) en verano.
Este género no es tan comun en quesos, pero si en animales, vegetales y forrajes fermentados
(Fusco et al., 2015). La presencia del género Weisella generalmente no ha sido sefialada como
poblacion dominante en quesos madurados, sin embargo W. paramesenteroides represento el
26.8% en queso Cotija madurado, originario de la Sierra de Jalmich entre Jalisco y Michoacan
(Escobar et al., 2016) siendo el género Weissella propuesto como promotor de textura deseada

en queso Cheddar sin afectar su aroma (Lynch et al., 2014).

Conclusion

Las especies aisladas durante la maduracién del queso en el presente trabajo han sido aisladas
en otros quesos, sin embargo, se observaron caracteristicas propias en cuanto a las especies
encontradas y su proporcion por estacion del afio y dias de maduracién, razon por la cual

probablemente tiene unas caracteristicas organolépticas tan especiales, sin embargo no se ha
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logrado uniformidad en cuanto a las caracteristicas organolépticas, haciendo necesaria una
estandarizacion o inocular cepas de BAL locales para mantener su calidad entre los diferentes

productores durante todo el afio.
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Tabla 1. Porcentaje de aislados de BAL obtenidos por secuenciacion del gen ARNr 16S en muestras
recuperadas de dos medios de cultivo seleccionados (Percentage of BAL isolates obtained by sequencing the
16S rRNA gene in samples recovered from two selected culture media).

Identificacion molecular de aislados de BAL - n (%)°

Medio® A B C D E F G H I Total
n (%)

MRS 5(11.6) | 3(7) | 1(23) | ND | 1(2.3) | 2(4.7) | 14(32.6 | 1(2.3) | 1(2.3) 28
(65.1)

M17 7(16.3) | 2(4.7) | 5(11.7 | 1(2.3) | ND ND ND ND ND 15
(34.9)

12 5 6 1 1 2 14 1 1 43
(27.9) | (11.7) | (14) (23) | (23) | @47 (32.6) (2.3) | (2.3) (100)

Total 43 aislados (n) de BAL analizados por amplificacién del gen bacteriano ARNr 16S por PCR

 Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) a 37 °C + 2 °C por 24 h, y agar M17 supl. glucosa 1%, a 37 °C + 2 °C por

48 horas.

2 Enterococcus faecalis (A), Enterococcus faecium (B), Lactococcus lactis subsp. Lactis (C), Lactococcus
lactis subsp. lactis bv. Diacetylactis (D), Weissella paramesenteroides (E), Weissella viridescens (F),

Lactobacillus plantarum (G), Lactobacillus paracasei (H), Lactobacillus rhammosus ().

ND — no detectado
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Tabla I1. Distribucién del nimero de aislados de BAL obtenidas en dos estaciones del afio y diferentes dias de maduracion del
queso de Ojos Negros (Distribution of the number of BAL isolates obtained in two seasons of the year and different maturation days of the

Ojos Negros cheese).

dia maduracion invierno

dia maduracion verano

No. aislados por 1 21 42 63 Total 1 21 42 63 Total
Cepa* n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Enterococcus 14(56) Enterococcus 3(17

E. faecalis 3(12) | 3(12) 2(8) 2(8) 10(40) ND 1(5.6) ND 1(5.6) | 2(11.1)
E. faecium ND ND ND 4(16) 4(16) ND 1(5.6) ND ND 1(5.6)
Lactobacillus 8(32) Lactobacillus 8(44

Lb.plantarum 2(8) 1(4) 3(12) 2(8) 8(32) 1(5.6) | 1(5.6) | 2(11) 2(11) | 6(33.2)
Lb. Paracasei ND ND ND ND ND 1(5.6) ND ND ND 1(5.6)
Lb. Rhamnosus ND ND ND ND ND ND 1(5.6) ND ND 1(5.6)
Lactococcus 2(8) Lactococcus 5(28)

Lc. lactis subsp. ND 2(8) ND ND 2(8) 1(5.6) 2(11) | 1(5.6) ND 4(22.2)
Lactis

Lactococcus lactis ND ND ND ND ND 1/5.6% ND ND ND 1(5.6)
subsp. lactis bv.

diacetylactis

Weissella  1(4) Weissella  2(11)

W.paramesenteroides ND 1(4) ND ND 1(4) ND ND ND ND ND
W.viridescens ND ND ND ND ND 2(11.1) ND ND ND 2(11.1)
Total n(%) 5(20) | 7(28) 5(20) 8(32) | 25(100) 6(33) 6(33) | 3(17) | 3(17) | 18(100)

ND - no detectado
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3.3. Evidencia de articulos cientificos
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2. Archivos de Zootecnia
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4. CONCLUSIONES GENERALES
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4. CONCLUSIONES GENERALES

» Nuestro estudio representa la primera investigacion que se centra en la
calidad sanitaria y fisicoquimica de la leche y queso, asi como el
conocimiento de las BAL presentes en el queso producido en la regién de
Ojos Negros

» Se evidencio que los parametros de calidad de la leche como materia
primaria en la elaboracién de queso, superan a los valores deseables de la
normatividad con respecto a proteina, grasa y lactosa.

» Un aspecto relevante de la calidad sanitaria asociado con patégenos como
Salmonella spp y Listeria spp no se observaron en ninguna de las UP, lo
cual es deseable ya que estas bacterias representan un riesgo para la salud
del consumidor.

» No obstante, en algunos indicadores de la higiene en la leche y el queso se
encuentran por encima de los pardmetros que exige la normatividad para
lacteos, los cuales si no se controlan finalmente se corre el riesgo de
patdgenos en ellos.

» Se detectd que durante el proceso de elaboracién del queso y su
maduracion se desarrolla una progresiva acidificacion debida a la presencia
de especies de BAL mesdfilas de importancia econémica y de seguridad.

» Las especies de BAL aisladas durante la maduracién del queso en el
presente trabajo han sido aisladas en otros quesos, sin embargo, se
observaron caracteristicas propias en cuanto a las especies encontradas y
su proporcion por estacion del afio y dias de maduracion, razén por la cual
probablemente desarrollan caracteristicas organolépticas tan especiales.

» Se observd que la maduracidon como tecnologia puede mejorar la calidad
sanitaria del queso, porque especies de Lactococcus lactis, Enterococcus
faecium y faecalis, aisladas conforme se continua la maduracion hasta los
63 dias, han sido reportadas benéficas contra bacterias patégenas, por
generar gran actividad antimicrobiana y acidos organicos naturales como el
acido lactico, contribuyendo a la obtencién de un producto artesanal de

mayor seguridad
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» Por lo anterior, es imperativo que estas UP continlen trabajando sobre la
instrumentacion programas de medicina preventiva en el logro de una leche
y queso, especialmente con el objetivo de mejorar indicadores fuera de
norma y apegarse a una estricta estandarizacion de los procesos de
maduracion del queso para lograr uniformidad en los aspectos de seguridad
y organolépticos entre los diferentes productores en todo el afio;
asegurando su subsistencia y proteccion del patrimonio cultural de este

queso.
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