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RESUMEN

El queso artesanal elaborado en la region de Ojos Negros, Baja California
es un tipo de queso prensado, oreado ligeramente madurado caracterizado por
sus intensos sabores y aromas el cual al ser elaborado con leche cruda de vaca
es considerado como factor de riesgo para la salud, sin embargo, contiene flora
natural no patdégena como las bacterias acido lacticas (BAL), que le proporcionan
caracteristicas extraordinarias siendo una de las mas importantes la produccion
de acido lactico ya que en altas concentraciones inhibe el crecimiento de
microorganismos patdgenos, el cual va aumentado conforme a mayor numero de
dias de maduracion convirtiéndolo en un producto mas seguro para consumir. Su
proceso de acuerdo con los requisitos regulatorios de la “Food and Drug
Administration” (FDA) requiere de 60 dias minimos de maduracién, sin embargo,
debido a la alta demanda, los productores han reducido este tiempo vendiendo su
producto antes de cumplir la semana de su elaboracién convirtiéndose en un
riesgo para la salud que implica el consumo de estos quesos. El objetivo fue
determinar las caracteristicas microbioldgicas y fisicoquimicas del queso (al dia 1,
21, 42 y 63) identificando caracteristicas cada vez mas favorables conforme el
transcurso del tiempo. Las BAL (Lactococcus, Lactobacillus y Enterococcus)
fueron los microorganismos mas dominantes a traves de la maduracion los cuales
fueron los responsables del potencial acidificante, factor importante para la salud

publica como para el desarrollo del sabor tipico del queso.



Los resultados muestran que los microorganismos indicadores de la calidad
bacteriol6gica del queso (coliformes totales) fueron disminuyendo a través de los

dias de maduracion.
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ABSTRACT

Artisanal cheese made in the region of Ojos Negros, Baja California is a
type of pressed cheese, barely ripened characterized by its intense flavors and
aromas which, when made with raw cow's milk, is considered a risk factor for
health, but it contains natural non-pathogenic flora such as lactic acid bacteria
(LAB), which provides extraordinary characteristics, one of the most important
being the production of lactic acid, since in high concentrations it inhibits the
growth of pathogenic microorganisms, which increases according with the passage
of the days of maturation, making it a safer product to consume. Its process in
accordance with the regulatory requirements of the "Food and Drug Administration”
(FDA) that requires 60 minimum days of maturation, however, due to the high
demand, producers have reduced this time by selling their product before
completing the week of its elaboration becoming a risk for the health that implies
the consumption of these cheeses. The objective was to determine the
microbiological and physicochemical characteristics of the cheese (at day 1, 21, 42
and 63) identifying increasingly favorable characteristics according to the course of
time. The BAL (Lactococcus, Lactobacillus and Enterococcus) were the most
dominant microorganisms through maturation which were responsible for the
acidifying potential, an important factor for public health and for the development of
the typical taste of these cheeses.

The results show that the microorganisms indicating the bacteriological quality of

the cheese (total coliforms) were decreasing through the days of maturation.
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INTRODUCCION

El queso artesanal se define como un producto elaborado a partir de leche
cruda de vaca elaborado en unidades de produccion generalmente pequefas sin
la adicion de cultivos iniciadores cuya fermentacion ocurre mediante un proceso
natural. Se entiende como maduracion del queso a la fase donde la masa de este
cambia sus caracteristicas de aspecto, composicidén, consistencia, color y olor,
ademas que el gusto adquiere nuevos matices y se acentlan. Todo esto ocurre
porque la masa del queso esta poblada de microorganismos que con sus enzimas
llevaran a cabo transformaciones bioquimicas y fisicas en el producto. Es
importante sefialar que los quesos que son elaborados a partir de leche cruda y
gue si no pasan por un proceso de maduracién apropiado no son apto para el

consumo humano (Alejo- Martinez et al., 2015).

La “Food and Drug Administration” (FDA) indica que los posibles
microorganismos que pudieran encontrarse en el queso disminuyen conforme
trascurre el tiempo de maduracion debido a los cambios fisicoquimicos que
conlleva el proceso, por lo que es necesario que el queso sea madurado 60 dias

como minimo anterior a su venta (Brooks et al., 2012).

En el poblado de Ojos Negros Baja California, desde hace mas de 100 afios
se elabora un tipo de queso oreado y prensado que cuenta con gran prestigio
entre sus consumidores. Sin embargo, en algunas ocasiones los productores
debido a la alta demanda comercializan los quesos sin completar los 60 dias de

maduracién. Por lo anterior y considerando que estos se elaboran con leche de



vaca no pasteurizada existe la probabilidad de que representen un impacto
negativo en la salud publica. El objetivo de este trabajo es determinar las
caracteristicas microbiolégicas y fisicoquimicas a diferentes tiempos de
maduracién del queso artesanal de leche de vaca originario de Ojos Negros,

Baja California.



OBJETIVO ESPECIFICOS

Determinar la calidad microbiolégica del queso producido en cuatro tiempos de

maduracion (dias 1, 21, 42 y 63) durante dos periodos estacionales.

Determinar la calidad fisicoquimica del queso producido en cuatro tiempos de

maduracion (dias 1, 21, 42 y 63) durante dos periodos estacionales.

Identificar las especies de bacterias acido lacticas aisladas del queso a través de
cuatro tiempos de maduracion (dias 1, 21, 42 y 63) por medio de la técnica de

Reaccion en cadena de la polimerasa.

HIPOTESIS

La calidad de un queso madurado a los 63 dias dada sus caracteristicas
microbioldgicas y fisicoquimicas es mejor en comparacion a un queso madurado a

menor tiempo.



REVISION DE LITERATURA

Historia del queso artesanal producido en Ojos Negros

La fama de los quesos del Real del Castillo ha trascendido fronteras, debido
a que se fabrican desde hace mas de 100 afios y es una tradicion que empezo6
con familias Europeas de origen italiano y sueco que emigraron a esta zona

alrededor del afio 1880, la cual hoy en dia llaman “ La Ruta del Queso”, se
reconoce que fueron tres familias que iniciaron la elaboracion del queso
tradicional: Ramonetti y Candolfi de origen sueco y Parma de origen italiano, en

ese mismo orden de antigliedad y tradicion quesera (El Vigia, 2013).

Hoy en dia en la delegacion de Real del Castillo en Ensenada Baja
California existen 30 productores de quesos artesanales, que producen 500 mil
litros de leche diarios y 30 toneladas mensuales de una variedad de queso
artesanal reconocidos por su buena calidad al ser elaborados con leche bronca sin
descremar y sin agentes quimicos que puedan dafiar el producto (El Vigia, 2013;

SIAP, 2018).

Composicion de la leche cruda de vaca

La leche de vaca es un liquido segregado por las glandulas mamarias de
las hembras; es blanca y opaca, posee un sabor dulce y un pH cercano a 7. Esta
compuesta por agua, grasa Yy soélidos no grasosos. Los sélidos no grasosos
comprenden las proteinas, la lactosa y las cenizas, mientras que los sdlidos

totales (ST) incluyen el contenido de los sélidos no grasos y de la grasa. La



composiciéon promedio de la leche de vaca se observa en el cuadro 1 (A.

Hernandez et al., 2011)

Cuadro 1 Composicion promedio de la leche de vaca

Constituyente Variacion % p/v Promedio % p/v
Agua 70-90.5 87

Grasa 2.20-8 3.80

Proteinas 2.70-4.80 3.50

Lactosa 3.50-6 4.90

Cenizas .65-.90 .80

Sadlidos totales 9.05-19.70 13

Saolidos no grasos 6.85-11.70 9.20

A. Hernandez et al., (2001).

La leche dentro de la ubre de una vaca sana se encuentra practicamente
estéril; sin embargo, puede ser contaminada por microorganismos en el canal del
pezoén. El numero de microorganismos del liquido aumenta sensiblemente durante
el ordefio y durante las operaciones de manipulacion antes de ser refrigerado. La
contaminacion microbiana proviene de varias fuentes, entre los que se pueden
mencionar: el cuerpo de la vaca, los utensilios y el equipo utilizadas para el
ordefio, las personas, los insectos y el medio. Todas esas fuentes de
contaminacion hacen que, en condiciones higiénicas, la leche posea un contenido
promedio de microorganismos de 10°> UFC/ml a 20°> UFC/ml si la calidad de la

leche es buena (Claeys et al., 2013; PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2012).

La mayor parte de los microorganismos presentes en la leche cruda son
bacterias no patégenas, que pertenecen a los géneros Streptococcus,

Lactococcus, Leuconostoc y Lactobacillus por mencionar algunos, pero también se




pueden encontrar microorganismos patdgenos, pero para esto la manera de
reducirlos o eliminarlos dentro de nuestro producto es llevando buenas précticas
de ordefa, recoleccién y transporte de la leche, también considerando que el
ganado del cual se extrae el producto este sano asegurandonos que posea
certificado de hato libre de Bracela y Tuberculosis, asi mismo el acido lactico
producido por las bacterias de los géneros anteriormente mencionados inhiben la
proliferacion de los microorganismos patégenos, siendo entonces un conservador
natural de la leche aportando beneficios a la salud de quien la consume (Fuentes-

Coto et al., 2013).

Papel funcional de las BAL (de acuerdo con el uso en la salud)

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos que participan en
procesos de elaboracién de alimentos fermentados, principalmente de origen
lacteo. La principal caracteristica metabdlica de las BAL es la produccion de &cido
lactico como resultado de la degradacion de la lactosa, por un lado, junto al bajo
pH el acido lactico posee un efecto bacteriostatico y bactericida sobre bacterias
patdgenas o alterantes, mejorando la seguridad y alargando la vida media del
producto; por otro lado, contribuye a las caracteristicas organolépticas finales,

como la textura, sabor y olor de este (Heredia-Castro et al., 2017).

Los cultivos lacticos juegan un papel crucial en el inicio de la fermentacién,
desarrollando la acidez y favoreciendo la coagulacion de la leche. El potencial
enzimatico de las cadenas usadas como BAL cultivos iniciadores, siendo estos
una preparacién de microorganismos vivos que se emplean para poner en marcha

el proceso de fermentacion en la elaboracion de los productos lacteos en una serie



de industrias diferentes determina el desarrollo de las texturas y las caracteristicas
organolépticas del queso. En adicion, las BAL estan envueltas en la maduracion y
el desarrollo del aroma de los productos lacteos. Las bacterias acido lacticas no
iniciadoras (BAL-NI) son aquellas que se encuentran en la flora autoctona de la
leche cruda o después de un tratamiento térmico inadecuado las cuales tienen
también una fuerte influencia en el desarrollo del sabor, aroma y texturas de los

quesos y por lo tanto en su calidad (Ramos-lzquierdo et al., 2009).

Las BAL también son empleadas como probiéticos, los cuales ayudan a
mejorar la salud o reducir el riesgo de padecer trastornos gastrointestinales,
infecciones y enfermedades inflamatorias del intestino en el consumidor debido a
que contribuyen al equilibrio de la microbiota intestinal, con el consiguiente
beneficio en la lucha contra infecciones entéricas, la estimulacién del sistema
inmune tanto al nivel de mucosas como sistémico, la reduccion de los niveles de
colesterol, la regulacion de la tension arterial o la prevencion del cancer. No
obstante, por el hecho de estar vivas, las bacterias probidticas no se muestran
inertes en el producto lacteo, sino que se multiplican y son metabdlicamente
activas, pudiéndole aportar nuevas cualidades al alimento (Heredia-Castro et al.,

2017, Rosetti L., 2016)

Beneficios de la leche de vaca no pasteurizada

Claeys et al.,, en el 2013 mencionaron que el proceso de pasteurizacion
destruye los microorganismos de la leche, eliminando también las bacterias
beneficiosas como los probidticos, destruye ademas enzimas, desnaturaliza

componentes antimicrobianos e inmuno-estimulantes, inactiva vitaminas C y B12,



incluso cambia la naturaleza de las proteinas afectando directamente el valor

nutricional de la leche.

Lucey en el 2015 menciona que la poblacién continla consumiendo leche
cruda, aungque numerosos estudios epidemiolégicos han demostrado claramente
que puede estar contaminada por una variedad de patdgenos, algunos de los
cuales estan asociados con enfermedades. Por lo anterior, son necesarias
estrategias para disminuir los riesgos asociados con la leche cruda y sus
productos tales como el seguimiento de la NMX-F-730-COFOCALEC-2008 para
las practicas de higiene recomendadas para la obtencién de leche, la NOM-243-
SSA1-2010 para las especificaciones sanitarias de la leche y derivados lacteos, el
uso de las buenas practicas de ordefio descritos por la FAO en el 2011 por
mencionar algunas, mejoran los esfuerzos educativos y sin duda la calidad de
nuestro producto. EIl desarrollo de medidas de control antes y después de la
recoleccion de la leche para reducir la contaminacibn de manera efectiva es
fundamental para el control de patégenos en la leche cruda cumpliendo

estrictamente con las normas esto puede lograrse (Oliver et al., 2009).

Pruebas fisicoquimicas de interés aplicables en leche cruda y queso artesanal

Determinacion de acidez

La NOM-155-SCFI-2012 menciona que la leche generalmente tiene una
acidez de 1.3 a 1.7 g/L expresada en acido lactico. La acidez normal de la leche
se debe principalmente a su contenido de caseina (0.05-0.08%) y de fosfatos.
También contribuyen a la acidez: el dioxido de carbono (0.01-0.02%), los citratos

(0.01%) y la albumina (menos de 0.001%). La acidez se mide con base a una



titulacion alcalimétrica con hidroxido de sodio 0.1 N utilizando fenolftaleina como
indicador o, en su caso utilizando un potenciometro para detectar pH que

corresponde al fin de la titulacion.

Determinacién del pH
El método a que esta Norma se refiere se basa en la medicion
electrométrica de la actividad de los iones hidrégeno presentes en una muestra del

producto mediante un aparato medidor de pH (NOM-F-317-S-1978).

Determinacion de proteina

El método mayormente utilizado para el analisis de proteinas es el
referenciado por la Association of Analytical Communities (AOAC International)
usado en la actualidad para el analisis de proteinas (método Kjeldahl) mediante la
determinacién de nitrégeno organico. En esta técnica se digieren las proteinas y
otros componentes organicos de los alimentos en una mezcla con &cido sulfarico
en presencia de catalizadores. EIl nitrégeno organico total se convierte mediante
esta digestion en sulfato de amonio. La mezcla digerida se neutraliza con una
base y se destila posteriormente. El destilado se recoge en una solucién de acido
borico. Los aniones del borato asi formado se titulan con HCI (o
H2S04) estandarizado para determinar el nitrégeno contenido en la muestra

(Lynch y Barbano, 1999).

Segun Garcia et al., 2012 los resultados obtenidos del analisis de leche es
una buena aproximacion del contenido de proteina cruda de la misma ya que el

nitrdgeno también proviene de componentes no proteicos.
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Determinacion de humedad

La determinacion de humedad en los alimentos es de suma importancia, ya
que un elevado contenido de ésta influye en la velocidad de multiplicacion de los
microorganismos siendo reportado por Block en el 2009 que la humedad relativa
minima para el desarrollo de estos es de 75 a 95 porciento, provocando su
descomposicion y por lo tanto la pérdida de la calidad sanitaria. El método para
determinar el porcentaje de humedad se encuentra descrito en la NOM-184-SSA-
2002 la cual se basa fundamentalmente en la deshidratacion del producto y el

peso final del mismo.

Pruebas microbioldgicas de interés aplicables en leche cruda y queso artesanal

Prueba de coliformes totales

El grupo de los microorganismos coliformes es el mas ampliamente
utilizado en la microbiologia de los alimentos como indicador de practicas
higiénicas inadecuada, la prueba utilizada es la descrita por la NOM-243-SSAL1-

2010 en los apéndices B10, B16, B17, B13, y B12.

El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:

e La deteccion de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la
fabricacion de los alimentos.

e« La evaluacion de la calidad microbiolégica de un producto, aunque su
presencia no necesariamente implica un riesgo sanitario.

« Evaluacién de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas del equipo.
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e La demostracién y la cuenta de microorganismos coliformes, puede
realizarse mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o sélidos con

caracteristicas selectivas o diferenciales.

El método permite determinar el nimero de microorganismos coliformes
presentes en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis)
en el que se desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando
como resultado la produccién de gas y acidos organicos, los cuales viran el

indicador de pH y precipitan las sales biliares (NOM-243-SSA1-2010).

Prueba de mesofilos aerobios

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en
un alimento, la técnica comdnmente utilizada es la cuenta en placa. El fundamento
de la técnica consiste en contar las colonias, que se desarrollan en el medio de
eleccion después de 48 *2 horas y temperatura de incubacion de 35 +2°C,
presuponiendo que cada colonia proviene de un microorganismo de la muestra
bajo estudio. EI método admite numerosas fuentes de variacion, algunas de ellas
controlables, pero sujetas a la influencia de varios factores (NOM-243-SSA1-

2010).

Prueba de Salmonella spp
Tiene como proposito establecer las especificaciones sanitarias para los
guesos frescos, madurados y procesados; con el fin de reducir los riesgos de

transmision de enfermedades causadas por alimentos, asi como propiciar que se
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procesen e importen productos de la calidad sanitaria necesaria para garantizar la

salud del consumidor.

Los miembros del género Salmonella spp. han sido muy estudiados como
patbgenos cuando se encuentran presentes en los alimentos. El control de este
microorganismo depende en cierta medida del método analitico utilizado para su

deteccion (NOM-210-SSA1-2014).

Este microorganismo fue inicialmente identificado en muestras clinicas y los
métodos empleados para estos casos se adaptaron posteriormente para su
deteccion en alimentos. Las modificaciones a los métodos consideraron dos
aspectos principales, el primero es el debilitamiento o dafio a las células
bacterianas presentes en un alimento debido al proceso a que esta sujeto (por
ejemplo: tratamiento térmico, secado, etc.) no siendo el caso para leche cruda y
segundo, la variabilidad inherente a la naturaleza del producto bajo estudio (NOM-

210-SSA1-2014).

La determinacién de la presencia o ausencia de Salmonella spp., en cierta
cantidad de masa o volumen especifico de producto, se lleva a cabo acorde a lo
descrito en el presente método, requiriendo 4 etapas sucesivas. Las cuales son:

- Etapa de pre-enriquecimiento.

- Enriquecimiento selectivo.

- Aislamiento en medios de cultivos selectivos y diferenciales.

-ldentificacion bioquimica y confirmacion serologica de los microorganismos

(NOM-210-SSA1-2014).
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Salmonella spp puede presentarse en concentraciones bajas y en algunas
ocasiones ir acompanada de una gran cantidad de biota microbiana y de otras
enterobacterias y otros géneros bacterianos. Es por lo que se hace necesario el
pre-enriquecimiento para permitir la deteccion de un numero bajo de bacterias o

células estresadas de Salmonella spp. (NOM-210-SSA1-2014).

Aislamiento e identificacion de bacterias acido-lacticas

Se dispone actualmente de muchos medios de cultivo para el aislamiento y
diferenciacion de las bacterias lacticas, aunque sélo algunos de ellos se los
considera efectivamente selectivos. Entre estos los normalmente utilizados son
agar M17 para Lactococcus spp y agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) para
Lactobacillus spp, observado que al cambiar en particular una condicién de estos
medios se pueden aislar otras especies; por ejemplo, el M17 al incubarlo a 37°C
es suficiente para permitir el desarrollo de Streptococcus thermophilus y a 25°C
para Lactococcus spp. La dominancia de Lactococcus spp en los primeros dias de
maduraciéon de los quesos elaborados con leche cruda es claramente estudiada y
se puede explicar por el elevado numero de estas bacterias en la leche. En las
etapas posteriores del madurado (30 a 45 dias), la proporcién entre Lactococcus
spp y Lactobacillus spp se invierte y pasan a dominar Lactobacillus spp. Por otra
parte, los microorganismos patdgenos, durante los primeros 60 dias de
maduracién de los quesos elaborados con leche cruda, pierden viabilidad debido
al efecto combinado en disminuir los valores de pH, concentracion de sal,
actividad de agua, y produccion de bacteriocinas en el interior del queso. La

capacidad diferenciadora para bacterias acido lacticas se basa en las
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caracteristicas bioquimicas (catalasa, oxidasa y coloracion de gran, prueba de
KOH para confirmar) de las especies a aislar (Hassan y Frank, 2001; Suarez et al.,

2008).

En el cuadro 2, se muestran las caracteristicas bioquimicas de especies del

género Lactococcus (Abdi y Soleimanian-Zad, 2006; Manolopoulou et al., 2003).

Cuadro 2 Caracteristicas bioquimicas de bacterias acido lacticas pertenecientes al
género Lactococcus spp.

Caracteristica Lactococcus

CO? apartir de glucosa -

Crece a 10°C +

Crece a 45°C -

Crece a 6.5% NaCl +/- L. lactis si presenta esta
actividad.

Crece a 18% NaCl -

Crece apH 9.6 +/- L. lactis si presenta esta
actividad.
Catalasa -

+/-Respuesta variable segun la especie.

Abdi y Soleimanian-Zad, (2006); Manolopoulou et al., (2003)

En el cuadro 3 se muestran las propiedades tecnolégicas de los
Lactobacillus mencionando las especies mas importantes en el ambiente lacteo
(Amarita, et al., 2001). Los Lactobacillus poseen propiedades que los diferencian
de otras especies de BAL, una de ellas siendo muy importante en la contribucién
de la textura de los quesos es la produccién de CO? el cual proporciona los

agujeros en el producto, y contribuye en la textura de este.
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Cuadro 3 Caracteristicas fenotipicas bacterias acido lacticas pertenecientes al
género Lactobacillus spp.

Caracteristica Reaccién Especies
CO?apartir de glucosa - L. casei
+ L.paracasei
Crece a 10°C + L. plantarum
Crece a 45°C - L. plantarum
Crece a 6.5% NacCl - L. plantarum
Crece apH 9.6 - L. casei (pH optimo es de
5.5)
Catalasa -
+/-Respuesta segun la especie.

Amarita, et al., (2001); Abdi and Soleimanian-Zad, (2006); Manolopoulou et al., (2003)

Los Enterococcus se encuentran en varios tipos de quesos tradicionales en
los cuales contribuyen al proceso de fermentacion y de maduracién gracias a su
actividad proteolitica, hidrolisis de la grasa de la leche por la esterasa y la
producciéon de componentes tipicos del sabor tal como acetaldehido, acetona, y
diacetil, los cuales son responsables del desarrollo particular de las caracteristicas
sensoriales de muchas variedades de quesos. En el cuadro 4 se muestran las

propiedades tecnoldgicas de los Enterococcus (Gelsomino et al., 2001).

Cuadro 4 Caracteristicas fenotipicas de la bacteria acido lactica pertenecientes al
género Enterococcus.

Caracteristica Reaccién
Crece a 10°C +
Crece a 45°C +
Crece a 6.5% NaCl +

Crece a 18% NaCl -

Crece apH 9.6 -

Catalasa -

+/-Respuesta segun la especie.
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Fuka et al., (2017); Gelsomino et al., (2001)

Se conoce que las bacterias del género Paenibacillus tienen una fuerte
influencia en la coagulacion de la leche para la produccién de cualquier tipo de
queso. En el cuadro 5 se muestran las propiedades tecnologicas de los

Paenibacillus chibensis en el ambiente lacteo (Miyashita, 2007).

Cuadro 5 Caracteristicas fenotipicas la bacteria acido lactica pertenecientes al
género y especie Paenibacillus chibensis

Caracteristica Reaccién
Crece a 5°C -
Crece a 40°C +
pH 5.7 +

Crece a 5% NacCl -

Oxidasa -

Catalasa +

+/-Respuesta segun la especie.

(Shida et al., 1997)

Pruebas bioquimicas para identificacion de grupos de bacterias

Prueba de catalasa

La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias
aerobias. Descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. El
desprendimiento de burbujas procedentes del oxigeno indica que la prueba es

positiva.
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Suspender un poco de la colonia desarrollada proveniente del cultivo de
eleccion con un hasa sobre un portaobjetos y posteriormente colocar una gota de
agua oxigenada sobre un portaobjetos con ayuda de un gotero o pipeta Pasteur y
se procede a detectar la presencia o ausencia de burbujas (NOM-243-SSA1-

2010).

Prueba de oxidasa
Esta prueba consiste en determinar la presencia del citocromo C. La

oxidacion se detecta como color azul.

Se utiliza papel filtro cortado (trozos de 3 x 1 cm) y se coloca sobre una caja
Petri y se aflade reactivo de oxidasa y se deposita sobre el reactivo con un palillo
de madera o con un asa de platino nueva, un poco de la colonia desarrollada
proveniente del cultivo de eleccién. La reaccion positiva la indica un color azul -
violeta intenso. La prueba es rapida y los resultados se muestran en cuestion de

segundos (NOM-243-SSA1-2010).



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se llevé a cabo en unidades de produccion de queso que
producen un queso del tipo prensado y oreado y que han instrumentado Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) dentro de programas de Desarrollo Rural en Baja
California desde el 2015; las cuales se encuentran ubicadas en la regién de Ojos
Negros, Municipio de Ensenada Baja California México (31 °54' y 41.11' latitud

norte y 116°16'y 26.07' longitud oeste).

Los andlisis microbioldgicos y fisicoquimicos se efectuaron en el queso y se
desarrollaron en el Laboratorio de Leche y los analisis moleculares se
desarrollaron en el Laboratorio de Biologia Molecular ambos laboratorios del
Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autbnoma

de Baja California.

Disefio del estudio y toma de muestras

Para el estudio se eligieron tres Unidades de Produccion (UP) que elaboran
queso del tipo prensado, oreado y que han trabajado en un programa de Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) promovido por la Secretaria de Desarrollo Rural
(SEDER) desde 2015. Se recolectaron 2 quesos (2.5 kg) elaborados en el periodo
de verano y 2 quesos (2.5 kg) en el periodo de invierno por cada una de las UP
mismas que fueron seleccionadas aleatoriamente para realizar los analisis

microbiolégicos y fisicoquimicos. Las muestras fueron identificadas vy

39
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transportadas en bolsas estériles y colocadas en hieleras a una temperatura

promedio de (7-10°C) para su posterior analisis al laboratorio.

Andlisis de laboratorio

Tratamiento de muestras

Las dos piezas de queso de 2.5 kg tomadas en invierno y verano de cada
UP fueron divididos a la mitad, obteniendo asi 4 porciones del queso, la primera
porcion correspondio al dia uno, las porciones restantes fueron sometidas a 21, 42
y 63 dias de maduracion almacenadas a una temperatura de 15°C y 80% HR
utilizando un refrigerador convencional (Whirlpool, Co) con un dispositivo aireador

y humidificador colocado en su interior.

Las muestras de queso fueron examinadas consecutivamente durante los
tiempos de maduracion. De cada pieza se tomaron 10g de muestra en 90mL de
agua peptonada bufferada 1% (Difco, New Jersey) respectivamente, utilizando el
digestor Stomacher modelo 400 (Seward Laboratory Systems, Bohemia, NY) por
dos minutos. Diluciones de cinco decimales se prepararon en tubos con 9mL de
PBS [NaH2P0O4.H20g] (Fermont, Mirador, Monterrey), para luego sembrar por
duplicado y realizar las siguientes pruebas acorde a la norma oficial mexicana

NOM-243-SSAL1 (2010).

Andlisis microbiolégico
Las muestras de queso fueron examinadas consecutivamente durante los
tiempos de maduracion. Para el analisis microbiolégico de los recuentos de

coliformes (CT) y mesoéfilos aerobios (CMA) se utilizé el método descrito por Borelli
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(2006) asi como también los procedimientos descritos respectivamente en los
apéndices B10, B16, B17, B13, y B12 de la NOM-243-SSA-2010 y para los
recuentos de bacterias acido lacticas (BAL) se utilizé el protocolo de Menéndez y
colaboradores (2001). Las muestras de queso se homogeneizaron en porciones
de 10 gramos con 90 ml de agua peptonada tamponada al 0.1% (Difco, New
Jersey) en un Stomacher modelo 400 Seward Laboratory Systems, Bohemia, NY)
durante 1 minuto para cada una de las muestras del producto tanto para verano
como para invierno y se prepararon diluciones decimales (10'-10°) usando por lo
tanto el mismo diluyente. Todos los andlisis microbiologicos fueron realizados por
duplicado (Rodriguez et al., 2009).

Conteo de bacterias coliformes y mesofilos aerobios

Las muestras fueron analizadas en busca de bacterias mesofilas aerobias
en agar para métodos estandar (MCD LAB, Edo. De México) con recuento en
placa utilizando 12 ml del agar y 1 ml de las diluciones anteriores por placa; la
aparicion de microorganismos coliformes se determin6 en agar Bilis y Rojo Violeta
(MCD LAB, Edo. De México) con recuento en placa utilizando 12 ml del agar y 1
ml de las diluciones anteriores por placa. Las placas fueron incubadas 35 +2°C por

24 a 48 horas (Borelli et al., 2006; NOM-243-SSA1-2010).

Analisis para la deteccion de Salmonella spp.

La deteccion de Salmonella spp. se llevd a cabo después del
enriguecimiento previo en peptona- agua tamponada y enriquecimiento en Caldo
Tetrationato y caldo Rappapport-Vassiliadis (Laboratorios Conda, Espafa) los

cuales fueron incubados a 35 +2°C durante 24 horas, respectivamente. Muestras
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incoloras de aspecto lechoso del medio o por la turbidez serian sefialadas como
positivas a la prueba, lo contrario a esto serian sefialadas como negativas,
aguellas que fueron consideradas sospechosas se sembraron en agar Verde
Brillante (Difco Laboratories, USA) cuya interpretacién se describe como blanco
rosadas o transparentes sobre fondo rojo y agar xilosa lisina desoxicolato por sus
siglas como XLD (Difco Laboratories, USA), donde las colonias tipicas de
Salmonella spp son de color rojo con el centro negro. Las colonias tipicas se
identificaron mediante pruebas bioquimicas agar Tripe Sugar Iron (TSI), pruebas
de fermentacién de Lisina Iron Agar (LIA), medio de SIM y agar citrato de
Simmons. Se procedi6é a hacerle a los subcultivos la prueba de oxidasa y catalasa

(Borelli, 2006; Gonzalez et al., 2014; NOM-210-SSA1-2014).

Analisis para el aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas (BAL)

A partir de las diluciones de 10'-10° se procedié a buscar Lactobacillus
mesodfilos y termdfilos en 12 ml de agar MRS (Difco, New Jersey) por 1 ml de la
dilucion para cada una de las muestras, una vez hechos los cultivos se
introdujeron en una jarra anaerobia, este ambiente fue propiciado por la
introduccion de una vela encendida para lograr la reduccién de O? y aumento de
CO?y se incubaron a 35 +2°C durante 24 a 48 horas , para Lactococcus mesdfilos
y termdéfilos se cultivd en agar M17 (Difco, New Jersey) con 10% de dextrosa
(Difco, New Jersey) con recuento en placa utilizando 12 ml del agar y 1 ml de la
dilucion y se incub6 posteriormente bajo las mismas condiciones utilizadas en el
agar MRS (Difco, New Jersey). Se procedié a realizar el conteo de las unidades

formados de colonias (UFC) y se seleccionaron al menos cinco colonias de agar
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MRS y M17 las cuales fueron resembradas en el mismo medio correspondiente de
cada muestra y se incubaron a 35 +2°C dentro de una jarra anaerobia durante 24
a 48 horas. Se realizaron pruebas de catalasa y oxidasa una vez transcurrido el
tiempo y se realizaron las tinciones para Gram (LOpez-Jacome et al., 2014). A
partir de este nivel del experimento se identificd el género de la bacteria acido
lactica. Se procedi6 a crioconservar a temperatura de aproximadamente -20°C las
cinco colonias por placa en sus respectivos agares en viales con glicerol al 15%
(Difco, New Jersey) para su posterior andlisis de PCR, se identificaron
marcéandoles el medio utilizado, el grupo y numero de la colonia (Menéndez et al.,

2001).

Para el analisis de PCR se reactivaron las bacterias que fueron crio
conservadas realizando un subcultivo en tubo de 4mL ya sea de caldo MRS o M17
segun las cepas de BAL siguiendo el protocolo de aislamiento de cada una y se
pusieron a incubar a 35°C por 24 horas. Se procedi6 a realizar la extraccion de
ADN, utilizando el protocolo disefiado para purificacion total del ADN de bacterias
gram-positivas, ya que se trata de identificar BAL. Las células del cultivo nuevo se
depositaron en un microtubo de 1.5 mL (1000ul) y se centrifugaron para recolectar
la mayor cantidad de ADN por 3 min a 14,000 rpm y se le afiadié 180 pl de buffer
de lisis enzimatica “lisozima BAL” (Kit QIAGEN) y para posteriormente mezclar el
microtubo en vortex (Fisher Scientific). Una vez mezclada la lisozima y el ADN se
incubaron a 37°C, durante 1 hora utilizando el equipo “Thermomixer R” Eppendorf
a 300RMP. Después de la incubacion, se les afiadié 25 yl de “Proteinasa K” y 200

ul de buffer AL sin etanol (Kit QUIAGEN) y se mezclaron en vortex para
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posteriormente incubarse a 56°C por 30 minutos a 300RMP utilizando el equipo
“Thermomixer R” eppendorf, seguidamente se le agregaron 200 ul de etanol del
96-100% a cada una de las muestras mezclandolas bien por agitacion en vortex.
El contenido total (600ul) se pasé con micropipeta a las columnas de
centrifugacion (DNeasy Mini: columna con colector/2mL), previamente
identificadas con el nUmero de la muestra; se centrifugaron en “Centrifuge 5415 C”
eppendorf a 10,000RPM por 1 minuto. Posteriormente se extrajeron las columnas
(DNeasy Mini) y se colocaron en un nuevo micro-tubo de 2mL, desechando el
anterior; se afiadieron 500 pl de “Buffer AW1” (Kit QIAGEN) y se centrifugaron por
1 min a 10,000 RPM. Se agregaron 500 ul de “Buffer AW2” (Kit QIAGEN) para
posteriormente centrifugarlo durante 3 minutos a 14,000 RPM para secar la
membrana de la columna. Para secar las columnas se colocaron en el equipo
“Vacofuga-eppendorf” por 10minutos a 45°C. Se colocaron las columnas (DNeasy
Mini) en un nuevo tubo eppendorf de 1.5mL (debidamente identificado) y se
agregaron 150uL de agua grado molecular-H20Mol (Thermo Scientific) y se
centrifugaron a 8,000RPM por 1 minuto. Se desecharon las columnas y se
cerraron los tubos eppendorf y quedo listo el producto de extraccion con ADN
suspendido en el agua grado molecular. Después de extraer el ADN, se elaboré la
electroforesis en gel de agarosa (Difco, New Jersey) para cuantificar por
espectrofotometria la cantidad que se extrajo de genoma. Posteriormente se
realizd la amplificacion del ADN bacteriano para la posterior secuenciacion del
fragmento de PCR para la identificacion de los microorganismos. Se utilizaron 2 pl
de cada una de las muestras de DNA extraido (BAL), y 23 yl de Master Mix

comercial (Thermo Scientific) la preparacion de éste se encuentra en el cuadro 6
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y se centrifugaron por 10 segundos. Se colocaron los viales en el equipo
“termociclador PCR” por 2:30 horas, una vez registradas las condiciones de
temperatura y tiempo en las que se trabaja el PCR universal, se procedi6 a
realizar electroforesis nuevamente (Cheberiova-Turcovska et al., 2012; Randazzo

et al., 2002).

Cuadro 6 Receta de preparacion del Master Mix Comercial® por muestra

Reactivos utilizar Concentracion
requerida
H20 molecular 9.5ul
PCR Mix 12.5 pl
Oligo UNI 8F 0.5pl
Oligo UNI 535R 0.5ul

Randazzo et al (2002).

Para la preparacion del fragmento de PCR se utilizaron cajas Petri con agua
destilada suspendiendo un filtro poro de 0.025 um (Merck Millipore Ltd.)
colocando encima de éste 15upl del producto de PCR de cada muestra
recuperando las mismas en un espacio de 8 minutos entre una muestra y otra. Se
preparé el concentrado del producto purificado utilizando 1 ul del oligo F, agua
grado molecular y producto de PCR de cada una de las muestras una vez filtrado,
posteriormente se identificaron y se mandaron a Eurofins Genomics LLC
(Sandiego, USA) para obtener la secuenciaciéon del fragmento. Una vez teniendo

la secuenciacion del fragmento de PCR se utilizé el programa BLAST® del
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National Center for Biotechnology Information (NCBI) de USA para identificar

nuestra secuencia de ADN (Ramos-Izquierdo et al., 2006, Ramos et al., 2017).

Analisis fisicoquimico

Determinacion de acidez

El método utilizado esta descrito en la NOM-155-SCFI-2012| y se aplicd
para el analisis en cada una de las 12 muestras de queso al momento de la
recepcion de la muestra al laboratorio. Se utilizaron 10 gramos de queso en agua
destilada previamente homogeneizado en Stomacher 400 circulator marca Seward
y se colocd en un vaso precipitado de 50 ml por duplicado, se procedié a colocar 3
gotas de fenolftaleina al 1% a la muestra agitando suavemente. Se tituld con
hidréxido de sodio (NaOH) a través de una bureta de 50 ml graduada y se

consider6 la cantidad de NaOH utilizado para neutralizar los grupos acidos.

La acidez fue reportada en % de &cido lactico, el cual se calculé de la

siguiente manera:

V x N x 0.090
Acidez g/L (acido lactico) =

M

Doénde:

* V= Volumen de solucion de NaOH 0.1 N gastado en la titulacion de la

muestra

*  N= Normalidad de la solucién NaOH
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* M= Volumen de la muestra
* 0.090= Equivalente del acido lactico

Determinacion de pH.

El método utilizado se encuentra descrito en la NOM-F-317-S-1978 en el
cual se utiliz6 10 gramos de queso previamente homogenizados en agua
destilada. Posteriormente se calibré el potenciometro en soluciones reguladoras
de pH4, pH7 y pH10 y se procedié a introducir los electrodos en la muestra y se

leyé el valor del pH directamente en la escala del potenciémetro.

Determinacion de humedad

El porcentaje de humedad se determind por la pérdida de agua de una
muestra de 10g de queso por triplicado a una temperatura de 100+5°C por 24
horas, se enfriaron en un desecador y se pesaron. Se determino por la pérdida

gradual de peso por ignicidon segun metodologias de la NOM-184-SSA (2002).

Determinacion de proteina

La proteina cruda se determiné utilizando el método indirecto de nitrdgeno
Kjeldahl del AOAC, (1995) multiplicado por el factor de expresion del contenido de
nitrdgeno en porcentaje de proteina para productos lacteos (6.38), se utilizd 1g de
muestra homogenizada por triplicado, la cual se colocé junto a 10g de mezcla
digestora en un matraz Kjeldahl, afadiéndole 25mL de &cido sulfarico
concentrado. Luego procedio a la destilacion, hasta obtener 200mL de destilado
en un matraz Erlenmeyer con 50mL de acido Bérico (H3BO4) al 4% con 3 gotas

de indicador rojo de metilo y titularlo con acido clorhidrico 0.1N.



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los efectos sobre el crecimiento microbiolégico en quesos artesanales a
través de los dias de maduracion (1, 21, 42 y 63) y la estacion del afio (verano e
invierno) se muestran en el cuadro 7. Los resultados muestran que no se presento
diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de las poblaciones de
coliformes totales, CMA, bacterias en medio MRS y bacterias en medio M17 entre

las dos estaciones del afio evaluadas.

Ademas, se encontr6 una correlaciébn negativa entre la produccién de
coliformes totales conforme van incrementando los dias de maduracion evaluadas
(p<0.05) en el periodo de invierno. Sin embargo, al realizar el mismo analisis para
la estaciobn de verano solo se observé una tendencia negativa (P=0.05). Este
hallazgo de la reduccién de coliformes puede ser explicado en parte a la presencia
de las BAL ya que Volken de Souza et al., (2002) mencionan que el tiempo de
maduracion tiene una influencia significativa sobre el conteo de esta poblacién
conforme trascurren los dias de maduracién (>60 dias). Es importante sefialar que
los conteos de coliformes totales tanto en invierno como en verano desde el primer
dia de maduracién se encuentran dentro de la normativa (NOM-243-SSA1-2010)

por lo anterior lo clasifica como un queso apto para el consumo humano.

En relacion con las bacterias mesofilas no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa (P>0.05) conforme avanzan los dias de maduracién,
una posible explicaciébn a esto es que podria deberse a la presencia de BAL

(Acevedo D. et al., 2010). Es importante sefalar que de acuerdo a la normatividad

39
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(NOM-243-SSA1-2010) los valores microbiolégicos que resultaron de la
evaluacion del ) queso para mesdfilos aerobios en los dos periodos se encuentran
dentro de los limites maximos permisibles a los dias 1, 21, 42 y 63. Por lo anterior,
las bacterias mesofilas detectadas en el queso no representan un riesgo de salud

publica para el consumidor.

Con respecto a las bacterias aisladas en medio MRS no se encontrd ningan
tipo de correlacién (P>0.05) entre la produccién de éstas y los dias de maduracién
en ninguno de los dos periodos, sin embargo al evaluar las bacterias en medio
M17 se observd una correlacion negativa (P<0.05) en el periodo de verano, esto
debido a la evidente presencia de flora bacteriana, estos resultados coinciden con
los reportados por Acevedo y colaboradores en el 2010 en un queso artesanal
colombiano donde las BAL mantuvieron las poblaciones constantes. Esto es
deseable debido a que les confieren caracteristicas organolépticas deseables y
desempefian una funcién conservadora mediante la produccién de metabolitos
qgue inhiben el desarrollo de bacterias alterantes y patdégenas, siendo reconocidas

por la Food and Drug Administration (FDA) por sus beneficios a la salud humana.
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Cuadro 7 Efecto de los dias de maduracion (1, 21, 42 y 63) y la estacion del afio
(verano e invierno) sobre el crecimiento microbioldgico en quesos artesanales.

Variables en queso Dias de Mediat+ SD por periodo
maduracion (log 10 CFU/qg)
\ I
Coliformes totales 1 6.13 £ 0.49 5.69 £ 2.80
21 3.60 +0.65 4.19 +£0.82
42 3.37 £0.5018 2.85 +0.99
63 1.85+0.76 1.20+1.31
P =0.05 P<0.05
Conteos de mesdfilos 1 7.03 £ 0.39 7.43+0.73
aerobios 21 7.17 £0.17 7.76 £ 0.46
42 6.89 + 0.82 7.28+1.19
63 5.98 + 0.33 7.28+0.10
P>0.05 P>0.05
Medio MRS 1 7.23+0.10 6.74 £ 0.60
21 7.13+0.42 6.79 + 0.27
42 6.54+ 0.30 6.60 + 0.26
63 6.60 + 0.30 7.05+0.15
P>0.05 P>0.05
Medio M17 1 7.28 +0.03 7.16 + 0.36
21 7.16 £0.40 6.81 + 0.39
42 6.96 + 0.46 5.92+0.61
63 6.49+0.11 6.75+ 0.28
P<0.05 P>0.05

El cuadro 8 muestra el efecto de dos periodos estacionales sobre el
crecimiento microbiolégico en quesos artesanales. Donde se observa que no
existe diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) entre los conteos de
microorganismos de los quesos que fueron elaborados en el periodo de verano en
comparacion con los quesos de invierno. Una posible explicacién a este evento es
gue la temperatura media de los meses mas calientes (entre julio y agosto) es de
26.3° lo que resulta una temperatura que no favorece la proliferacion de los

microorganismos evaluados (Caridi et al., 2003).
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Cuadro 8 Efecto de dos periodos estacionales sobre el crecimiento microbioldgico
en quesos artesanales.

Variables en queso Mediax SD por periodo
(log 10 CFU/qg)
Verano [ Invierno Valor P

Coliformes totales 3.73+1.68 |3.48+2.24 | >0.05
Conteos de mesdfilos | 6.77 £0.64 |7.44+0.66 | >0.05
aerobios

Bacterias acido lacticas | 6.88 + 0.41 | 6.80+0.35 |>0.05
MRS

Bacterias acido lacticas | 6.97 + 0.41 | 6.66 +0.60 | >0.05
M17

En el cuadro 9, se presenta el efecto de los dias de maduracion (1,21,42 y
63) y la estacién del afio (verano e invierno) sobre la composicion fisicoquimica en
quesos artesanales. Con relacion a los niveles de proteinas no se presentd
correlacion entre los niveles de proteinas y los dias de maduracion en ninguno de
los dos periodos (P>0.05), esto puede ser caracteristico en este tipo de quesos
donde la actividad proteolitica de enzimas de origen microbiano se lleva a cabo de
manera moderada a través del proceso de maduracion (De Wit et al., 2005). Sin
embargo, Nikolaou y colaboradores (2002), mencionan que la protedlisis también
depende de la concentracion de sal presente dentro del producto, el cuajo
residual, proteinasas enddgenas de la leche, la temperatura durante la maduracion
y cambios en el pH a través del proceso. Por otra parte, los resultados de proteina
evaluados en nuestro estudio coinciden con los reportados por Callon et al (2005)
en un tipo de queso francés elaborado con leche cruda al termino de 30 dias de

maduracion y con los de Camara et al., (2017) en un queso de 21 dias en dos
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periodos estacionales, en los que se aprecian niveles de proteina entre 33.2% y

40.9% respectivamente.

Con relacion al porcentaje de humedad se encontré una correlacion
negativa conforme van incrementando los dias de maduracion (p= 0.05) en el
periodo de invierno, esto posiblemente debido a las bajas temperaturas de la
regién. Chichoscki et al. (2002), analiz6 el efecto de las condiciones climéticas de
las diferentes temporadas del afio en las caracteristicas de un queso brasilefio y
observo que la humedad del queso varié significativamente con los valores mas
altos detectados en invierno. Respecto al pH se observdé un incremento
significativo entre el dia 21 y 42 en el verano resulta de la actividad metabdlica de
las BAL y/o del proceso proteolitico que libera grandes cantidades de compuestos
alcalinos (Arteaga et al., 2009). En el invierno, el pH no presentd variaciones
significantes después del primer dia de maduracion. Las bajas temperaturas de
este periodo favorecen a la reduccion en la intensidad de las reacciones
bioquimicas, resultando un constante nivel de pH hasta el fin del proceso. Souza y
colaboradores en el 2003 mencionaron que los valores de pH durante la
maduracion principalmente en verano favorecen la accién de las proteasas
utilizadas por las bacterias, las cuales presentan maxima actividad en intervalos
de pH entre 5.5-6.5. En relacién con la acidez también se observé una correlaciéon
negativa (p<0.05) entre la produccion de ésta y los dias de maduracién en los dos
periodos. Estos resultados son deseables ya que las poblaciones constantes de

BAL al paso de los dias resultan en una alta produccion de acido lactico debido a
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su proceso fermentativo propiciando una funcién conservadora de manera natural

al queso (Vasek et al., 2008).

Cuadro 9. Efecto de los dias de maduracion (1, 21, 42 y 63) y la estacion del afio
(verano e invierno) sobre las caracteristicas fisicoquimicas en quesos artesanales

Variables Dias Media + SD por periodo
de queso |maduracion
\% I
Proteina 1 n=3 46.46 £ 2.95|21.10+ 2.15
21 45.72+ 2.24 |28.76+ 2.46
42 46.20+ 2.22 |27.46 £ 2.20
63 49.07+ 5.37 |33.88+ 5.37
P> 0.05 P >0.05
%Humedad |1 n=3 49.78+ 3.09 [48.92 + 5.09
21 37.58+4.45 [43.99 £ 1.45
42 41.07+£17.09 |36.14 + 5.59
63 34.46+£5.86 [33.16 +4.70
P>0.05 P<0.05
PH 1 n=3 5.66£0.57 |5.79+0.48
21 5.83+0.28 |5.05+0.23
42 6.0+0 5.34 £ 0.64
63 5.1840.15 |5.30+0.31
P>0.05 P>0.05
Acidez 1 n=3 0.38+0.13 |0.28+ 0.06
21 0.55+0.11 [0.67 +0.05
42 0.77+0.17 [0.81+0.28
63 0.93+0.18 [0.95+0.12
P<0.05 P<0.05
X+ SD (n=12)

En el cuadro 10 se evalud el efecto de los periodos verano e invierno sobre
las caracteristicas fisicoquimicas en el queso artesanal. Al evaluar los niveles de
proteinas los resultados muestran una diferencia estadisticamente significativa

(P<0.05) entre dos diferentes periodos estacionales, mostrando en verano un
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incremento en los niveles de proteina esto puede ser atribuido a que la perdida de
agua tiende a ser mayor debido a las altas temperaturas promoviendo asi la
concentracion de los solidos totales (Arteaga et al., 2009). Sin embargo, no hubo
una diferencia estadisticamente significativa (P>0.05) en cuanto a las variables del

porcentaje de humedad, pH y acidez.

Cuadro 10 Efecto de dos periodos estacionales sobre las caracteristicas
fisicoquimicas en quesos artesanales.

Variables en Media+ SD por periodo
qgqueso (log 10 CFU/q)
Verano | Invierno Valor P
Proteina 46.86 £3.24 27.80 +5.54 <0.05
Humedad % 40.72 £10.02 | 40.55+7.57 |>0.05
pH 5.67+0.42 5.37 £ 0.47 >0.05
Acidez 0.66+ 0.25 0.68 + 0.29 >0.05

La figura 1, muestra las diferentes cepas (n=43) que fueron identificadas
como BAL por medio de procedimientos moleculares durante diferentes tiempos
de maduracién del queso artesanal producido en Ojos Negros, en términos
generales las cepas de las bacterias que se encontraron en el transcurso de la
maduracion fueron los Enterococcus siendo las bacterias acido lacticas mas
abundantes (48.83%), seguido por Lactobacillus (39.53%), Lactococcus (6.97%) y
Paenibacillus(2.32%), resultados similares fueron descritos por Jokovic y
colaboradores en el 2011 quienes analizaron quesos elaborados en una localidad

de Serbia que comparte las mismas caracteristicas de clima que Ojos Negros.

Al evaluar la presencia de las BAL conforme transcurre el tiempo de

maduracion podemos observar con respecto a Enterococcus que a partir del dia
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21 se aprecia una disminucion gradual de su presencia. Sin embargo, no existe
correlacion (p>0.05) entre la disminucion de estos con relacion a los dias de
maduracion, Marilena Marino et al. (2003), Oner et al (2006), reportan que este
grupo de bacterias es uno de los mas resistentes para condiciones adversas tales
como la sal y la acidez y pueden influenciar al proceso de maduracién también
debido a la actividad proteolitica, lipolitica y su habilidad para estimular la
producciéon de acido lactico esto puede explicar su presencia a lo largo del
proceso. Sin embargo, Sarantinopoulos et al (2001) reportan un rapido descenso
de esta especie durante el proceso de maduraciéon. Por otra parte, Jokovic y
colaboradores (2011) mencionan que los Enterococcus son bacterias que juegan
un papel importante en cuanto al desarrollo del sabor por lo anterior, este hallazgo

podria ser la explicacion al sabor amargo caracteristico del queso de Ojos Negros.

En relacion a Lactobacillus se aprecia un aumento gradual de su presencia
a partir del dia 42 pero no existio correlacion (p>0.05) entre el aumento de
Lactobacillus con relacién a los dias de maduracién, sin embargo, Jokovic et al.,
2011 y Volken de Souza et al., 2003 reportan esta especie en altas proporciones
en los ultimos dias de maduracion ya que tienen la habilidad de crecer en las altas
condiciones selectivas de las Ultimas etapas de la maduracion, ademas
mencionan que durante el proceso de fermentacion la formacion de grandes
cantidades de metabolitos, tales como lactato, citrato, glicerol y aminoacidos entre
otros, son mejor utilizados por los lactobacillus, sugiriendo que estos
microorganismos juegan un papel importante en la produccién de este queso. Por

ultimo, la presencia de Lactococcus también fue evaluada conforme transcurre el
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tiempo de maduracion. Los resultados indican que existid correlacion entre los
dias de maduracién y la disminucién de este grupo de bacterias, resultados
similares fueron reportados por Nikolaou et al., (2002) y Bintsis y Papademas

(2002).

Figura 1 Identificacion de 43 cepas BAL a diferentes tiempos de

maduracion del queso artesanal producido en Ojos Negros

100%

80%

60%

40%

20%
1 21 42 63

0%

Bacterias Acido Lacticas

Tiempo de maduracion (dias)
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En las especies de bacterias acido lacticas aisladas del queso (Cuadro 11),
al primer dia y a los 21 dias de maduracién se encontr6 la BAL del género
Lactococcus (N=3) unicamente en el periodo verano donde la Unica especie
encontrada fue Lactococcus lactis spp. lactis con ausencia en el periodo de
invierno, esto coincide con lo reportado por Mannu y Paba en el 2002, quienes

mencionan que este tipo de BAL se presentan al inicio de la maduracion y
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desaparece conforme va aumentado el tiempo de maduracion. Por otra parte, los
Lactobacillus (N=17) fueron las BAL mas abundantes en el periodo de verano
(n=9) donde se encontraron al dia 1 y 63 la especie Lb. paracasei spp. paracasei
(11.11% y 27.27% respectivamente), al dia 21 la especie Lb. zae (9.09%) y Lb.
plantarum al dia 42 (25%) donde se observa que seguida la maduracion a los 21
dias del queso resulto una ligera disminucion de los Lactobacillus, sin embargo,
coincide con lo reportado por otros estudios que indican la presencia de ésta en
las primeras etapas del proceso de maduracion del queso y una disminucién de la
misma al transcurso del tiempo, sin embargo, en este estudio se mantuvieron
constantes. Los Lactobacillus en el periodo de invierno (n=8) al primer dia se
encontraron las especies Lb. garviae (22.22%) Lb. plantarum (11.11%) y Lb.
rhamnosus (11.11%) al dia 21 de maduracidn se encontr6 nuevamente Lb.
plantarum (9.09%), al dia 42 de maduracion Lb. rhamnosus (8.33%) y Lb. casei
(18.18%) al dia 63 de maduracion, esto coincide con lo reportado por Coppola et
al., (2000) donde hace mencion que en las etapas de mayor tiempo de
maduraciéon predominaron los Lactobacillus, en su estudio las especies
dominantes fueron Lb. paracasei spp y Lb. rhamnosus. Por otra parte, los
Enterococcus (N=22) en el periodo de verano (n=6), fueron las BAL mas
abundantes seguidas por los Lactobacillus donde domino la especie Enterococcus
faecalis (18.18%, 25% y 9.09%) al dia 21, 42 y 63 dias de maduracion
respectivamente. Durante el periodo de invierno los Enterococcus fueron las BAL
mas abundantes donde se encontré la especie E. faecalis (11.11 %, 45.45%,
41.66% y 18.18%) al dia 1, 21, 42 y 63 de maduracion respectivamente, la especie

E. faecium (9.09% y 9.09%) fue encontrada al dia 21 y 63 de maduracion y al dia



37

63 se encontr6 también la especie E. durans (9.09%)., el género mas
predominantes en esta etapa fueron los Enterococcus (N=22). Los Enterococcus y
los Lactobacillus fueron los géneros de BAL mas abundantes, indicandonos la

influencia que tienen éstas sobre el olor, sabor y textura en los quesos artesanales

que se elaboran en la region de Ojos Negros.
Cuadro 11 Especies de bacterias acidolacticas aisladas de queso artesanal durante dos penodos
estacionales en cuatro diferentes tiempos de maduracion.
% de aislados de BAL del queso
Dias de maduracion
Especie Verano/nvierno 1 21 47 ]
N=0 N=11 N=12 N=11
Lactococcus
Lclactis spp./actis Verano 2222 9.09 — - n=23
Invierno - - — - n=10
n=2 n=1 N=3
Lactobacillus Verano - - - - n=10
Lb.casei Invierno - - — 1818 [ n=2
Verano - - - - n=10
Lb.garviae Invierno 2222 - — - n==2
Verano 11.11 - — 2727 | n=4
Lb. paracasei spp. paracasef Invierno - - — - n=0
Verano - - 25 - n=3
Lb. plantarum Inviernao 11.11 9.09 — - n==2
Verano - - - - n=10
Lb. rhamnosus Invierno 11.11 - 8.33 - n==2
Verano - 9.09 — 908 | n=2
Lb zae Invierno - - - - n=10
n=4 n=2 n=4 n=5 N=17
Verano - - — - n=10
Enterococcus Invierno - - - 9.09 n="1
E. durans
Verano - 18.18 25 9.09 n==6
Inviernao 11.11 45 45 41.66 1818 | n=13
E.faecalis
Verano - - - - n=10
Invierno - 9.08 - 908 | n=2
E. faecium n= n=2& n=2 n=5 N=22
Verano 11.11 = = = n="1
Paenibacillus Invierno - - - - n=10
F. chibensis n=1 n=0 n=>0 n=0 N=1
M=43
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Por dltimo, ninguna de las muestras de queso obtenidas de las tres
unidades de produccion de Ojos Negros presentd colonias tipicas del género
Salmonella spp con lo establecido en la regulacion Mexicana; esto probablemente
pudo deberse por gracias al manejo de las buenas practicas de manufactura
durante la ordefia y dentro del &rea de produccion asi como consecuencia a las
BAL presentes que actuaron inhibiendo en forma natural a estos patégenos como

lo sefialan D’Amico et al., 2010, Pefia et al., (2011) y Oliszewski et al., (2007).



CONCLUSIONES

Se observé una tendencia en la disminucidon de la concentraciéon de

bacterias coliformes al incrementar el tiempo de maduracion hasta los 63 dias.

Las variables microbiologicas del queso artesanal de Ojos Negros no

presentaron relacién con el periodo en el que el queso fue elaborado.

El tiempo de maduracion influyé en algunas caracteristicas fisicoquimicas
tal como la acidez donde se observé una tendencia a aumentar con respecto a los
dias de maduracion siendo esta mayor al término de los 63 dias. Las bacterias
acido lacticas son las encargadas de acidificar el producto, lo cual es importante
para evitar la sobrevivencia de microorganismos patégenos, proporcionandole al

gueso caracteristicas que permiten su conservacion.

Los valores fisicoquimicos tales como la acidez, pH y humedad no se vieron
afectados con respecto al periodo en el cual fue elaborado el queso. La proteina
se puede ver afectada debido a la concentracibn de solidos totales por las

condiciones climéaticas.

Las bacterias acido lacticas tienen una fuerte influencia en las
caracteristicas organolépticas del queso en general, las bacterias del género
Enterococcus fueron las bacterias dominantes en este tipo de queso artesanal
producido en la regién de Ojos Negros Baja California cuya presencia se presume
es importante para atribuirle las caracteristicas de olor, sabor y textura tipico en

estos quesos.

39
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No Unicamente el tiempo de maduracion mayor a los 60 dias es importante
para la reduccion de microorganismos no deseables, sin embargo, a mayor tiempo
de maduracién el queso va adquiriendo caracteristicas que pueden ser favorables

para la integridad del producto para que sea un alimento seguro.
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